PAGE  
3

мИНИСТЕРСТВО ОБРАЗОВАНИЯ И НАУКИ 
КЫРГЫЗСКОЙ РЕСПУБЛИКИ

Кыргызский НАЦИОНАЛЬНЫЙ аграрный университет 

имени К.И. Скрябина
Кыргызский научно-исследовательский институт 

ветеринарии имени Арстанбека Дуйшеева
Диссертационный совет Д.16.09.397

На правах рукописи 

УДК 619:616.98: 578.835.2.  

Султаналиев Нуруланбек Кенешович

УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ технологии изготовления 

ИНАКТИВИРОВАННОЙ вакцины против ящура типа О 

16.00.03- ветеринарная микробиология,

вирусология, эпизоотология, микология

с микотоксикологией и иммунология

Автореферат

диссертации на соискание ученой степени

кандидата ветеринарных наук
Бишкек  -  2010
Работа выполнена в лабораториях вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии им.А.Дуйшеева и Института биотехнологии  Национальной академии наук Кыргызской Республики, на базе закрытого акционерного общества "Алтын-Тамыр".

Научный руководитель:

доктор ветеринарных наук
[image: image1.wmf]3






          Белеков Токторбай Белекович
Научный консультант:

доктор ветеринарных наук, профессор




Нургазиев  Рысбек  Зарылдыкович

Официальные оппоненты:

доктор ветеринарных наук, профессор  

Тулобаев Аскар Зарлыкович 

кандидат ветеринарных наук

Буларкиев Кубан Усубалиевич 
Ведущая организация: Научно - производственное предприятие «Биологические препараты» г. Душанбе, Республика Таджикистан.
Защита диссертации состоится  " 12 "   ноября   2010 г.  в  14.00  часов на заседании межведомственного диссертационного совета Д.16.09.397 при Кыргызском национальном аграрном университете им. К.И.Скрябина МОиН Кыргызской Республики (720015, г. Бишкек, ул. Медерова, 68).

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке Кыргызского национального аграрного университета им. К.И.Скрябина (720015, г. Бишкек, ул. Медерова, 68).

Автореферат разослан «07» октября 2010г.
Ученый секретарь межведомственного

диссертационного совета,  
доктор ветеринарных наук, 
профессор








Б.К. Акназаров
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность. Несмотря на достигнутые успехи в борьбе с ящуром, он по-прежнему представляет большую опасность для сельскохозяйственных животных и причиняет большой ущерб экономике страны. Эпизоотии ящура не знают географических и климатических границ и могут распространяться за очень короткое время на огромные территории (С.Н.Анастасьян, 1961). Жесткие карантинные меры по ликвидации ящура из-за ограничений в межгосударственных связях, ограничения в перемещении скота и использовании продукции являются подлинным экономическим бедствием для многих стран мира. 
Резкое ухудшение ситуации по ящуру в приграничных со странами Содружества Независимых Государств (СНГ) государствах дальнего зарубежья (Турция, Иран, Афганистан, Китай), бесконтрольное перемещение транспорта и животных привели к тому, что в течение 2001-2009 гг. заболевание зарегистрировано в Армении, Азербайджане, Грузии, Туркмении, Узбекистане, Таджикистане, Казахстане и в Кыргызстане. 
Ликвидация и профилактика ящура и на сегодня остается актуальной проблемой ветеринарной науки и практики.
Важная роль в предотвращении инфекции отводится вакцинопрофилактике. В мировой ветеринарной науке и практике разработан ряд вакцинных препаратов из инактивированных и живых штаммов различных типов возбудителя ящура. Однако вакцины на основе вируса, выделенного в той или иной зоне, не всегда эффективны для другой конкретной зоны. Для иммунизации животных против ящура наиболее эффективны вакцины, изготовленные из штаммов, циркулирующих на данной территории, т.е. необходимо антигенное соответствие вакцинных штаммов эпизоотическим вирусам (С.Р.Кременчугская, М.В.Жильцова, В.В.Михалишин, 2008). 
Кыргызская Республика в постсоветском пространстве – одна из интенсивно развивающихся стран в плане политического, экономического и социального становления, но отстающая в плане развития современной биопромышленности. 
В закрытом акционерном обществе "Алтын-Тамыр" производство противоящурных препаратов длительное время производилось на основе референтных штаммов. Однако препараты, завозимые коммерческими структурами, обычно дорогостоящие, эффективность и безвредность их на восприимчивых животных в нашей географической зоне не проверены. Нет гарантии на отсутствие в их составе сопутствующих возбудителей медленных или других экзотических инфекций (К.У.Буларкиев, 1985; Т.Б.Белеков, 2002). 

Поэтому основной предпосылкой разработки средства специфической профилактики ящура явилось изготовление отечественной высокоэффективной вакцины из местного штамма для ранней и длительной защиты животных от этой инфекции. 
Связь темы диссертации с основными научными программами. Научные исследования являются составной частью тематического плана научно-исследовательских работ лаборатории вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии имени Арстанбека Дуйшеева, задания "Эпизоотологический, серологический мониторинг ящура с.х. животных и разработка средства специфической профилактики на основе местных штаммов", номер государственной регистрации 0004028.

Цель исследования. Выделение местного штамма изолята вируса ящура, изыскание производственного штамма возбудителя и на его основе изготовление безвредного и высокоэффективного препарата. 
Задачи исследования.
1. Выделить, идентифицировать полевой штамм возбудителя ящура сельскохозяйственных животных и изучить его биологические  свойства.
2. Разработать технологические параметры изготовления инактивированной универсальной вакцины для ранней и длительной защиты сельскохозяйственных животных против ящура.

3. Изучить иммунобиологические свойства разработанной универсальной противоящурной вакцины.

4. Изготовить экспериментальную серию инактивированной универсальной противоящурной вакцины из местного штамма и провести ее испытание на лабораторных и сельскохозяйственных животных. 
Научная новизна. Впервые в Кыргызской Республике выделен местный штамм вируса ящура «Белек-2001» типа О (Патент на изобретения штамма №688 от 30.08.2004 г.).
Изучены биологические свойства штамма вируса ящура. Проведена паспортизация штамма для его поддержания, хранения и освежения.

Усовершенствована технология приготовления безвредной, высокоиммуногенной универсальной вакцины, обеспечивающей раннюю, длительную и надежную защиту животных от ящура.

Отработаны технологические параметры культивирования, концентрирования, очистки вируса ящура и определено оптимальное соотношение адъюванта в составе вакцины, позволяющее повысить иммуногенную активность.

Впервые в Кыргызстане изготовлена отечественная универсальная противоящурная вакцина на основе местного штамма и внедрена в ветеринарную практику.
Практическая значимость исследования. Выделен, адаптирован и культивирован полевой изолят вируса ящура. Разработана технология изготовления универсальной противоящурной вакцины из местного штамма и изготовлен специфический препарат для ранней и длительной защиты животных от ящура. На новый вакцинный препарат разработано «Наставление по применению моновалентной универсальной вакцины против ящура типа О», утвержденное Департаментом государственной ветеринарии Министерства сельского, водного хозяйства и перерабатывающей промышленности Кыргызской Республики в 15.12.2003 г. Внедрение универсальной вакцины в ветеринарную практику позволит оздоровить неблагополучные по ящуру фермы и поддерживать благополучие республики по этой опасной инфекции. 
Экономическая значимость полученных результатов. Вакцина, приготовленная из местного штамма, имеет значительные преимущества перед импортируемыми по иммуногенности, более раннему сроку наступления иммунитета (на 3-4-е сутки)  и продолжительности иммунного фона (не менее 18 месяцев). Стоимость одной дозы вакцины в 2-3 раза дешевле коммерческой.
Внедрение универсальной вакцины против ящура сельскохозяйственных животных, изготовленной из местного штамма, позволит предотвратить заболеваемость и гибель восприимчивых животных, избежать значительных потерь продукции животноводства.

Основные положения диссертации, выносимые на защиту: 
- параметры культивирования вируса ящура, из штамма «Белек-2001» типа О позволяющие получать высокоактивную вируссодержащую суспензию для изготовления средств специфической профилактики и диагностики ящура сельскохозяйственных животных;
- отработка оптимального режима инактивации вируса ящура для получения авирулентной вируссодержащей суспензии без снижения антигенной активности возбудителя инфекции;
-  методы  очистки  и  концентрирования  вируса  ящура; 
- влияние адъювантов на иммуногенную активность противоящурной вакцины;
- эффективность универсальной противоящурной вакцины типа О из штамма «Белек-2001» при испытании на лабораторных и сельскохозяйственных животных.   
Личный вклад соискателя. Соискателем лично проведен сбор и анализ первичных материалов по заболеваемости сельскохозяйственных животных ящуром и лабораторная диагностика с применением серологических реакций. Изучены основные параметры биологических свойств штамма «Белек-2001» вируса ящура. Отработаны технологические параметры по очистке, концентрированию и инактивации вируссодержащей суспензии для приготовления вакцины. Проведен подбор адъювантов для повышения иммуногенной активности вакцины. Изучены иммунобиологические свойства универсальной противоящурной вакцины. 
Апробация результатов исследований. Материалы диссертации доложены на международной научно-практической конференции, посвященной 100-летию со дня рождения академиков А.А.Волковой и Н.И.Захарьева (Бишкек, 2002); международной конференции, посвященной 75-летию проф. Ибрагимова Э.К. (Бишкек, 2002); международной научно-практической конференции, посвященной 220-летию Кыргызской государственности (Бишкек, 2003); международной научно-практической конференции, 
посвященной 100-летию со дня рождения академика М.Н.Лущихина (Бишкек, 2005); международной научно-практической конференции, посвященной 50-летию Научно-исследовательского института проблем биологической безопасности Национального Центра биотехнологии Министерства образования и науки Республики Казахстан (Алматы, 2008); международной научно-практической конференции "Высшее образование и аграрная наука - сельскому хозяйству" (Семипалатинск,  2009).  
Публикация результатов. По материалам диссертации опубликовано 15 научных работ, в том числе получен патент на изобретение штамма вируса ящура типа О «Белек-2001». 
Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 138 страницах компьютерного текста, состоит из введения, обзора литературы, собственных исследований и обсуждения результатов, выводов, практических предложений, списка литературы и приложения. Работа иллюстрирована 25 таблицами, 12 рисунками. Библиографический указатель включает 163 публикации отечественных и зарубежных авторов. В приложении содержатся копии документов, подтверждающих результаты отдельных этапов работы, их научную новизну и практическую значимость.  

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Во введении дана характеристика течения эпизоотического процесса при ящуре сельскохозяйственных животных, традиционных средств и методов ликвидации ящура, роль вакцинопрофилактики, как средства борьбы с данной инфекцией. Дается обоснование необходимости разработки отечественной высокоэффективной вакцины из местного штамма. Обоснована значимость универсальной противоящурной вакцины для ранней и длительной защиты животных от ящура и предотвращения гибели животных. 

В главе 1 «Обзор литературы» по материалам отечественных и зарубежных публикаций дается классификация типов вируса ящура, проанилизированы традиционные методы адаптации, культивирования вируса в организме крольчат, применяемые технологии изготовления инактивированных вакцин, методы и средства очистки вируса в суспензиях. Анализируется влияние инактивантов на иммуногенные свойства вируса ящура, виды и характеристика используемых адъювантов и их роль, как адсорбентов при концентрировании вируссодержащей суспензии.

В главе 2 «Материалы и методы исследований» дается характеристика объектов исследования, методический подход к выполнению работ, проведенных в лабораториях вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии им.Арстанбека Дуйшеева, Национальной Академии Наук Кыргызской Республики, на базе закрытого акционерного общества «Алтын-Тамыр», фермерских хозяйств, неблагополучных по ящуру. Изучение свойств вируса ящура проводили в Научно-исследовательском институте проблем биологической безопасности Национального Центра биотехнологии  Республики Казахстан.
Использованы  штаммы вируса ящура типа А22, типа О194, типа О «Белек-2001», типа «Азия-1».
Антигены и сыворотки изготовлены на экспериментальном заводе "Юръевецветпрепарат", Россия.

В качестве подопытных животных использовали не вакцинированный против ящура крупный рогатый скот 6-18 месячного возраста, массой 150-250 кг; овцы 6-8 месячного возраста и свиньи из благополучных по ящуру зон; кролики массой 2,5-3 кг, крольчата 1-3-х дневного возраста массой не  менее  60 г; морские свинки массой 450-600 г; мыши белые массой 18-20 г; мышата-сосуны 4-6 дневного возраста.
Реактивы и растворы: раствор аммиака (5 М) готовили из 25,5%-ного водного раствора аммиака (ГОСТ 3760-79) на стерильной дистиллированной воде; раствор уксусной кислоты (5 М) готовили из ледяной уксусной кислоты (ГОСТ 61-75) на стерильной дистиллированной воде; хлороформ (ГОСТ 20015-88); полиэтиленполиамин (ПЭПА), готовили 10%-ный раствор на стерильной дистиллированной воде; димерэтиленимин (ДЭИ) с содержанием 97-98% основного вещества; формалин технический с содержанием формальдегида не ниже 36% (ГОСТ 1625-61), готовили 3%-ный раствор на дистиллированной воде; 3%-ный гель гидрата окиси алюминия (ГОА), готовили из 6%-ного геля ГОА, гомогенизивовали в размельчителе тканей РТ-1; полиэтиленгликоль (ПЭГ-115) м.м. 4000-6000 ТУ 6-14-828-76 производства Стерлитамакского химического завода. Готовили 50%-ный раствор на дистиллированной воде; сапонин серии № 19061- 79 фирмы « Merck» ФРГ, готовили 10%-ный раствор на дистиллированной воде и стерилизовали  автоклавированием при 105 ºС в течение 2 часов; масло вакцинное, ТУ 38101307-72 и эмульгатор-ланолин ФС 42-2520-88. Ланолин расплавляли в автоклаве при 100 °С и добавляли вакцинное масло в соотношении 16%-84% соответственно, стерилизовали автоклавированием при 120 °С в течение 1часа; забуференный физиологический раствор (ЗФР) готовили из натрия фосфорнокислого двузамещенного и хлористого натрия рН 7,4-7,6.
Подготовка патологического материала. Для определения типа вируса ящура из патматериала готовили антиген для серологических реакций. Патматериал взвешивали, измельчали и тщательно растирали в фарфоровой ступке со стерильным битым нейтральным стеклом до однородной массы. Добавляли двойное по отношению к массе количество физиологического раствора (рН 7,4-7,6). Полученную 33%-ную суспензию экстрагировали при комнатной температуре 2 часа, замораживали при минус 20 °С в течение 15-18 час. После размораживания центрифугировали при 3-5 тыс.об/мин в течение 30 мин. Надосадочную жидкость сливали, инактивировали при 58 °С в течение 40 минут и использовали в серологических реакциях.

Истечения из ротовой полости замораживали в том же режиме. Затем размораживали и осветляли центрифугированием при 5 тыс.об/мин в течение 15 мин. Для серологических исследований этот материал также инактивировали при 58 ºС в течение 40 мин.

Пробы сывороток крови исследовали в серологических реакциях после прогревания (инактивации ) при 56-58 ºС в течение 30 мин. по методике Всесоюзного научно-исследовательского института здоровья животных. (г.Владимир).
Постановку биопробы проводили на двух неиммунных к ящуру телятах 9-18 мес. возраста, из благополучных по заболеванию регионов, в которых в течение последних 18 мес. не проводилась вакцинация животных против ящура; на мышатах-сосунах 4-6-дневного возраста и крольчатах-сосунах 2-3 суточного возраста. Для заражения животных использовали патологический материал  из очага инфекции. Каждому теленку вводили по 2 см³ материала, по 0,1 см³ в несколько точек в слизистую оболочку языка, мышатам в объеме по 0,1 см³, крольчатам 1см³ подкожно. За животными вели клиническое наблюдение до момента их гибели. Сразу же после смерти или при развитии агонального состояния крольчат и мышат разделывали. Из мышц тушек погибших или заболевших мышат и крольчат готовили антиген для серологических реакций по той же методике, что и афтозный материал.

Культивирование. Выделение и адаптацию вируса ящура проводили методом прямых последовательных пассажей в организме новорожденных крольчат и на культурах клеток почки теленка, почки ягненка и почки сирийского  хомячка.
Крольчат заражали вируссодержащей суспензией, строго подкожно в объеме, 1 см
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. Доза вируса ящура была 10
[image: image2.wmf]5

,

7

 ЛД 
[image: image3.wmf]50

/мл. Гибель крольчат в течение первых 15 часов считали неспецифической, таких крольчат утилизировали. Крольчат, заболевших в течение 18-30 часов после заражения с появлением характерных клинических признаков ящура, отбирали и разделывали в последнем периоде агонального состояния.

Приготовление вируссодержащей суспензии. Для ее приготовления брали вирусный материал и аммиачный буферный раствор в соотношении 1:10, т.е. на 100 г вируса 900 мл раствора. Вирусный материал в замороженном состоянии измельчали на мясорубке с подачей аммиачного буфера,  заливали аммиачным буфером до получения 10% суспензии, брали пробу суспензии для определения титра в РСК.

Титрование вируса. В ряд стерильно пронумерованных (с №1 по №10) пробирок разливали по 9 мл стерильного забуференного физраствора (рН 7,2-7,6) и делали  возрастающие 10-кратные разведения суспензии. Каждым разведением суспензии, начиная с 10
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 степени, заражали 4 мышат-сосунов в объеме 0,1 мл. Суспензию вводили подкожно в области спины одним шприцем, начиная с введения самого высокого и заканчивая самым низким (10
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) разведением. Срок наблюдения за подопытными мышатами составлял 5 дней. Титр вируса вычисляли по методу Кербери-Ашмарина и выражали в логарифмах ЛД
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/мл. 
Очистку вируса проводили хлороформом и комбинированным методом (полиэтиленполиамин  + хлороформ). 
Для изучения вирулицидной активности инактивантов в вируссодержащую  суспензию добавляли различное количество инактиванта, доводили рН суспензии до требуемой  величины и инкубировали в течение 48 часов при температуре 20ºС, 26ºС и 37ºС.

Испытание на остаточную вирулентность проводили на мышатах-сосунах. Инактивированную вируссодержащую суспензию вводили подкожно в дозе 0,1 мл 20 мышатам-сосунам. Мышат содержали совместно с лактирующими матками. Наблюдение вели в течение 5 дней.

Концентрирование вируса в суспензиях проводили с помощью полиэтиленглюколя в присутствии 0,5 М NaCl, сорбций на гелях гидроокись алюминия (ГОА). В надосадке определяли биологическую активность.

Компоненты и проверка вакцин. Экспериментальные серии сорбатвакцин содержали в своем составе адъюванта сапонина – 0,5-2,0 мг/см
[image: image7.wmf]3

. 

В вакцинное масло с эмульгатором ланолин добавляли концентрированный антиген в соотношениях 1:1. Смесь гомогенизировали в размельчителе тканей РТ-1 в течение 5 мин при 4000 об/мин до получения однородной эмульсии белого цвета. Определение стерильности общей пробы вакцины проводили в соответствии с ГОСТом 28085-89 «Препараты биологические. Методы бактериологического контроля стерильности». 
Проверку безвредности и токсичности проводили на лабораторных животных. С этой целью 5-ти белым мышам, 5-ти морским свинкам и 2-м кроликам вводили вакцину подкожно, соответственно в дозе 0,1, 0,5 и 1,0 см
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Проверку авирулентности проводили на 5 телятах, которым вакцину вводили в подслизистую языка в 20 точек по 0,1 см
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Проверку безвредности и токсичности проводили на тех же 5 телятах, которым через 5 дней после начала контроля авирулентности вакцину вводили подкожно по10 см
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.
Иммуногенную активность универсальной  противоящурной вакцины типа «О» проверяли на лабораторных и сельскохозяйственных животных.
Статистическую обработку полученных результатов проводили по методикам, изложенным в руководствах И.П.Ашмарина, А.А.Воробьева (1962) и  В.Н.Садовского (1975).  
В главе 3 «Результаты исследований» раздела 3.1 «Ретроспективный анализ и лабораторная диагностика ящура» изучены статистические материалы Департамента государственной ветеринарии Министерства сельского хозяйства Кыргызской Республики за последние 10 лет. Установлено, что в 2003, 2007, 2008 гг. на территории республики регистрировался ящур типа А, в  2001, 2002, 2006, 2007 гг. типа О и в 2003, 2004 гг. типа «Азия-1». 
Лабораторные подтверждения на все случаи заболевания животных ящуром ставились лабораторией вирусологии закрытого акционерного общества «Алтын-Тамыр», отделом вирусологии Республиканской ветеринарной диагностической лаборатории и лабораторией вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии им.А.Дуйшеева.

В 2001 году в различных районах республики проведены клинико-эпизоотологические обследования больного крупного рогатого скота, вирусологическая экспертиза патматериала с целью установления диагноза и гибели животных.
Так, из очага по ящуру крестьянского хозяйства "Ветка" Аламудунского района был отобран патологический материал (стенки афт, истечения из ротовой полости), а также сыворотки от больных и переболевших животных и исследован для подтверждения  клинического диагноза на ящур и типирования возбудителя болезни в реакциях связывания комплемента (РСК) и диффузионной преципитации (РДП). Результаты исследований представлены в табл. 1.
Из двух проб патматериала в РСК положительной была в разведении 1:8, в РДП 1:4 с типоспецифической  сывороткой О. В сыворотках крови от переболевшего животного также выявлены антитела к вирусу  ящура типа О в титре 1:8.
Таким образом, заболевание крупного рогатого скота в крестьянском хозяйстве «Ветка» Аламединского района вызвано вирусом ящура типа О.

Таблица 1

Исследование патматериала и сыворотки крови 
	№
	Наименование испытуемых проб
	Результаты РСК
	Результаты РДП

	
	
	тип А
	тип О
	  тип Азия-1
	тип А
	тип О
	тип Азия-1

	1
	Стенки афт№1
	-
	1:8
	-
	-
	1:4
	-

	2
	Стенки афт №2
	-
	1:8
	-
	-
	1:4
	-

	3
	Сыворотка крови 

переболевшего теленка
	-
	1:8
	-
	-
	1:8
	-


Примечание: титры антител и антигенов выражены в обратных величинах их разведений.
Из Сокулукского района нарочным был доставлен патологический материал от больных и павших животных (передняя доля языка, верхняя губа, кусочки сердца, селезенки, легкого, истечения из ротовой полости и пробы сыворотки). Проведена экспертиза патологического материала и дифференциальная диагностика на везикулярный стоматит и ящур (табл. 2).

Таблица 2
Исследование проб патматериала и сывороток крови 
	№ п/п
	Наименование испытуемых проб
	РДСК
	РДП
	РСК

	
	
	тип А
	тип О
	тип А
	тип О
	тип А
	тип О

	1
	Слюна
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	2
	Эпителий  языка
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	3
	Эрозия
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	4
	Сердце
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	5
	Печень
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	6
	Легкие
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7
	Селезенка
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	8
	Сыворотка
	не исследовали
	не исследовали
	-
	-
	-
	-


Был выявлен антиген вируса ящура типа О в РДСК, РДП и РСК.

В дополнение к диагностическим реакциям была поставлена биопроба на телятах, морских свинках, крольчатах и мышатах–сосунах.

Телёнок, заражённый пробами патматериала, заболел на 3-е сутки с проявлением характерных клинических признаков ящура: повышение температуры тела до 40,8 °С, сухость носового зеркальца и на слизистой оболочке языка обнаружена афта. 

Морские свинки заболели на 4-5-е сутки генерализованной формой ящура с образованием вторичных афт на конечностях, в которые вирус ящура не вводили.

Крольчата и мышата заболели с клиническими признаками вируса ящура (паралич сначала задних и затем передних лапок) и пали. Из афты тушек крольчат и мышат готовили 33%-ную суспензию и исследовали в РСК. Результаты представлены в табл. 3.
Таблица 3 

Исследование 33 %-ной суспензии и сыворотки крови теленка

	№
	Наименование испытуемых проб
	Результаты РСК

	
	
	тип А
	тип О
	тип Азия-1

	1
	Афты (теленка) 
	-
	1:8
	-

	2
	Афты (морских свинок)
	-
	1:2
	-

	3
	Тушки (крольчат) 
	-
	1:4
	-

	4
	Тушки (мышат)
	-
	1:2
	-


Проведенными исследованиями  установлено, что заболевание КРС в Сокулукском районе вызвано вирусом ящура типа О.

В разделе 3.2 «Разработка технологии изготовления универсальной вакцины против ящура» дана схема технологического процесса изготовления универсальной вакцины против ящура типа О из штамма «Белек-2001» (см. рис.1).

3.2.1 Выделение, адаптация вируса ящура и разработка метода его культивирования.
Для получения и выделения вируса ящура использовали различный патологический материал (афты, стенки афт, истечения из ротовой полости), доставленный из СКХ «Ветка» Аламудунского района.

В результате изоляты вызывали гибель крольчат и мышат в первом пассаже через 65-74 часов после заражения. По мере пассирования эти штаммы в организме крольчат и мышат-сосунов уже на 8 и 10-м пассаже вызывали гибель мышат через 16-24 часов, крольчат через 18-26 часов и имели титр 10
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/см³ на мышатах-сосунах. Титр возрастал по мере усиления клинических признаков болезни лабораторных животных до 1:32.    

В культурах клеток почки теленка, почки ягненка вирус не был обнаружен, в почке сирийского хомячка цитопатическое действие вируса обнаружено на 4-ом пассаже.
В лаборатории молекулярной биологии вирусов Научно-исследовательского института проблем биологической безопасности НЦБ МОН КР проводили электронно-микроскопические исследования вируса ящура типа О, выращенного в организме крольчат-сосунов.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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Рис.1. Схема технологии изготовления универсальной  вакцины против ящура типа О из штамма «Белек – 2001».
При электронной микроскопии очищенного вируса  ящура обнаружены вирусные частицы икосаэдрической формы диаметром 28-30 нм, в виде отдельных групп и больших скоплений. Структура и морфология обнаруженных вирионов соответствует таковым вируса ящура.

Эпизоотические штаммы вируса ящура были адаптированы к крольчатам-сосунам.

Отработаны методы получения на крольчатах вирусной суспензии с высокой биологической и антигенной активностью.  

Для приготовления вируссодержащей суспензии брали органо-тканевой материал и аммиачный буферный раствор в соотношении 1:10. Предварительно органо-тканевой материал в замороженном состоянии измельчали в размельчителе тканей и готовили 10%-ную вируссодержащую суспензию на аммиачном буферном растворе.

3.2.2 Разработка методов очистки вируса ящура.

Отработана методика очистки 10 %-ной суспензии лапинизированного вируса ящура типа О штамма «Белек-2001» различными концентрациями хлороформа. Определена продолжительность контакта хлороформа с гомогенатами.
Лучшие результаты получены при добавлении в гомогенат 7 % хлороформа в  течении 10 минут. Очистка вируса ящура по белку составила  60 %. При перемешивании смеси с суспензией, содержащей 10% хлороформа, несколько повышается процент очистки, но увеличиваются потери вируса. Установлено, что процесс перемешивания гомогената с хлороформом влияет на степень и скорость очистки.

Для очистки вируса ящура типа О комбинированным методом предварительно готовили 10 %-ный раствор флокулянта ПЭПА, рН раствора доводили до 7,4-7,6 (5 М) раствором уксусной кислоты.  Полученный раствор ПЭПА добавляли к вирусной суспензии в концентрациях: 0,05; 0,1 и 0,2%. Смесь тщательно перемешивали в течение 5 минут и добавляли 5 % хлороформ, гомогенизировали на РТ-1 в течение 10 минут и подвергали центрифугированию при 5000 об/мин в течение 30 минут. Результаты очистки вируса представлены в табл. 4.
Очищенная комбинированным методом вирусная суспензия содержала от 54 до 62 мг белка, а в суспензии, очищенной хлороформом, содержалось более 80 мг белка.
Таким образом, для очистки лапинизированнной вируссодержащей суспензии оптимальной является 0,1 %-ная концентрация ПЭПА в сочетании с 5% хлороформом. 
Таблица 4                                                                                                          

     Результаты очистки вируса ящура комбинированным методом (n=3) 
	Метод очистки
	Содержание

балластного

белка (мг%)


	Титр инфекционности

lоg ЛД 50/см3 на

мышатах-сосунах
	Процент

очистки
(%)

	0,05% ПЭПА

+ 5% хлороформ
	62±0,52
	8,75±0,5
	69±0,26

	0,1% ПЭПА 

+ 5% хлороформ
	52±0,24
	9,25±0,25
	74±0,12

	0,2% ПЭПА

+5% хлороформ
	54±0,79
	9,0±0,25
	73±0,4

	Исходная 10%-ная

суспензия
	200
	8,5
	-


Очистка полиэтиленполиамином в сочетании с хлороформом позволяет получать высокоочищенные препараты вируса ящура, пригодные в технологии изготовления противоящурных вакцин.

3.2.3 Разработка метода инактивации вируса ящура. При производстве противовирусных  инактивированных вакцин для  инактивации вирусов чаще всего применяются формальдегид и димерэтиленимин.
Результаты инактивации вируса ящура разными инактивантами представлены в табл. 5.
Как показали опыты димерэтиленимин инактивирует вирус за 6-14 часов, а формальдегид за 14-30 часов. Инактивацию вируса проводили при температуре 26-27 °С, соответственно рН-7,6-7,8. По результатам проведенных исследований оптимальным был признан режим инактивации вируса ящура формальдегидом в 0,03 % концентрации при 26 °С и рН реакционной среды 7,6-7,8, но в течение 48 часов. Выбор данных параметров при использовании формальдегида обусловлен сохранением исходной антигенной активности вируса и практически двукратным запасом периода инактивации что теоретически гарантирует получение авирулентной вируссодержащей суспензии.

Таблица 5
Влияние инактивантов на активность антигена вируса ящура в РСК

	Штамм вируса
	Наименование инактиванта
	Содержание инактиванта в суспензии (%)
	Время полной инактивации вируса (час)
	Титр антигена

	
	
	
	
	до инакти-вации
	после инакти-вации

	«Белек-2001»


	Формальдегид
	0,01
	30
	1:16
	1:16

	
	
	0,03
	24
	1:16
	1:16

	
	
	0,05
	18
	1:16
	1:8

	
	
	0,07
	14
	1:16
	1:8

	
	Димерэтиленимин
	0,05
	14
	1:16
	1:16

	
	
	0,07
	10
	1:16
	1:8

	
	
	0,1
	6
	1:16
	1:8


Разработанная методика инактивации позволяет получить авирулентную суспензию вируса ящура штамм «Белек-2001» без снижения антигенной активности возбудителя инфекции и пригодную в технологии изготовления инактивированных противоящурных вакцин.

Авирулентность инактивированной суспензии при вышеуказанных параметрах инактивации проверяли на белых мышатах-сосунах. В течение 5 суток наблюдения все мышата-сосуны оставались живыми и клинически здоровыми на протяжении всего срока наблюдения. Установлено, что испытанные инактивированные суспензии являются авирулентными.

3.2.4 Концентрирование вируса ящура. С целью выбора наиболее оптимального метода концентрирования вируса ящура, провели сравнительную оценку различных методов с использованием полиэтиленгликоля (ПЭГ-115) и гидроокись алюминия (ГОА). при концентрировании вируссодержащего материала ПЭГ концентрацией 5 % не адсорбировалось около 20 % вируса. Повышение концентрации ПЭГ в суспензии от     7 % до 10 % обуславливало снижение потерь вируса. В результате концентрировании вируссодержащей суспензии ПЭГ-лем в 10 раз титр антигена повышается в РСК в 2 раза, при концентрировании в 50 и 100 раз , в 4 и 16 раз соответственно, по сравнению с исходным материалом.  Следовательно, для наиболее полного осаждения  вируса из вируссодержащей  суспензии необходимо использовать 7%-ную концентрацию ПЭГ-115.
Для концентрирования вируса ящура сорбцией гидроокись алюминием (ГОА) в вируссодержащую суспензию вносили 3 %-ный раствор ГОА до конечной концентрации 0,6 %; 0,8 %; 1,0 %. После 44-48 часового отстоя при температуре 4-8 °С декантировали надосадочную жидкость в объеме 5-10 раз меньшем  от исходного. 

Увеличение концентрации  ГОА в суспензии вируса от 0,6 % до 1,0 % обуславливало снижение потерь вируса. Исходя из вышеизложенного наиболее оптимальный способ концентрирования вируса ящура достигнут при применении ПЭГ-115, так как адсорбирует вируса из вируссодержащей суспензии в 50-100 раз .
3.2.5 Влияние адъювантов на иммуногенную активность инактивированной вакцины против ящура типа О. Вирусную суспензию концентрировали 7 %-ной концентрацией ПЭГ-115. Смесь отстаивали и декантировали надосадочную жидкость до 50-и кратного концентрата, добавляли сапонин 0,05%; 0,1% и 0,2% по сухому остатку. В масляный адъювант добавляли инактивированный, концентрированный антиген в соотношениях 1:1, эмульгировали в размельчителе тканей РТ-1 до получения однородной эмульсии белого цвета. 

Далее на морских свинках определяли реактогенность различных концентраций адъювантов. Препарат с различной концентрацией адъювантов вводили по 0,5 см
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/гол  подкожно. Особое внимание уделяли появлению инфильтратов в местах введения препарата. Общие реакции оценивали по клинической картине, ежедневной термометрии в течение 14 суток после вакцинации. Результаты проведенных исследований приведены в табл. 6.

Таблица 6
Реактогенность противоящурной вакцины при различных концентрациях адъюванта сапонин
	№
	Концентрация

сапонина,%
	Морские свинки, гол
	Реакция у вакцинированных животных, гол

	
	
	
	местная
	общая

	
	
	
	инфильтрат
	некроз
	температурная

реакция

	1
	0,05
	5
	0
	0
	0

	2
	0,1
	5
	2
	0
	1

	3
	0,2
	5
	5
	3
	5


Морские свинки, вакцинированные вариантами вакцин № 1, 2, остались клинически здоровыми в течение всего срока наблюдения, температура тела оставалась  в пределах нормы. Данные варианты вакцин являются безвредными и ареактогенными. У морских свинок, вакцинированных препаратом из варианта №3, наблюдалось высокое раздражение на месте введения, инфильтрат не рассасывался и при вскрытии обнаруживался некроз тканей. Температура тела оставалась повышенной 39,9-40,2ºС на протяжении всего срока наблюдения, что говорит о повышенной реактогенности испытанного образца вакцины. Иммуногенную активность определяли на 10-ти голов телят ранее невакцинированных, которым вводили два варианта вакцины 
(0.1% сапонином и 0.1% сапонин с масляным адъювантом) подкожно в объеме 2 см
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 в цельном виде. Активность вакцины определяли  по уровню антител в сыворотке крови привитых животных. До и после вакцинации на 2, 3, 5 и 7 сутки отбирали пробы крови. 
Результаты исследований показали, что наиболее приемлемыми неспецифическими стимуляторами иммунитета в составе универсальной вакцины против ящура являются 0.1% сапонин с масляным адъювантом. У привитых животных на 3 сутки после вакцинации в организме вырабатываются комплементсвязывающие антитела в титрах 1:8, свидетельствующие о защите животных  от инфекции. При иммунизации животных вакциной с сапонином на 3 сутки после вакцинации титр комплементсвязывающих  антител составил 1:2-

1:4.

         В результате проведенных исследований определен оптимальный компонентный состав моновалентной универсальной вакцины против вируса ящура типа О. В качестве неспецифических стимуляторов иммунитета рекомендовано использовать 0.1% сапонин с масляным адъювантом.

В разделе 3.3 «Контроль экспериментальной серии моновалентной противоящурной вакцины из штамма «Белек-2001» типа О» приведены результаты исследования иммунобиологических свойств данного препарата.

3.3.1 Изучение стерильности, безвредности, токсичности, авирулентности и реактогенности вакцины. Для изучения стерильности использовали питательные среды по ГОСТу 28085-89 (МПБ, МПА, среда Сабуро, среда Китта-Тароцци), в которые вносили суспензию экспериментальных образцов вакцины против ящура. За посевами на питательных средах наблюдали в течение 5 суток и проводили повторный пересев. Все образцы экспериментальных серий вакцины являлись стерильными по отношению к бактериальной и грибковой микрофлоре. 

С целью определения безвредности и токсичности вакцины 5-ти белым мышам, 5-ти морским свинкам и 2-м кроликам вводили вакцину подкожно, соответственно в объеме 0,1; 0,5 и 1,0 см³. За лабораторными животными наблюдали в течение 10 суток. 

Опытами установлено, что все серии вакцины безвредны и не токсичны. В течение 10 суток после введения вакцины лабораторные животные остались клинически здоровыми. На месте введения вакцины образовались узелки от действия сапонина, которые рассосались в течение 10 суток.

Проверку на авирулентность вакцины проводили на телятах, которым ее вводили в подслизистую языка в 20 точек по 0,1 см³.

Через 5 суток после введения вакцины у привитых животных проводили осмотр ротовой полости. Клинических признаков ящура у подопытных животных не обнаружено. Данные исследований позволяют заключить, что испытанная вакцина являлась авирулентной. 
Опыты по определению безвредности и ареактогенности проводили на тех же телятах, которым через 5 дней после контроля авирулентности, вакцину вводили подкожно по 10 см³.
Общую реакцию оценивали на основании клинической картины при ежедневной термометрии в течение 21 суток после вакцинации. После иммунизации универсальной противоящурной вакциной на месте введения появлялись творожные инфильтраты, максимальные размеры которых составляли соответственно 5,0 х 5,0 см³, которые рассасывались через 14 суток после вакцинации. Клиническое состояние животных оставалось удовлетворительным на протяжении  периода наблюдения. 

Резюмируя выше изложенное, можно сделать вывод, что универсальная вакцина против ящура является стерильным, авирулентным, безвредным и умеренно реактогенным препаратом. 

3.3.2 Определение иммуногенной активности вакцины. Иммуногенность моновалентной универсальной противоящурной вакцины типа «О» серии №1 изучали на 40 морских свинках, из которых 8 являлись контрольными. Вакцину разбавляли фосфатно-буферным раствором в соотношении 1:3; 1:9; 1:27 и 1:81. На каждое разведение вакцины взяли по 8 морских свинок.  Вакцину вводили  внутримышечно в объеме 2 см3 в область правого и левого бедра по 1 см3. Невакцинированные морские свинки использовались для проверки активности контрольного серотипа вируса ящура.

За вакцинированными свинками вели наблюдение в течение 3 суток, после чего всех привитых и контрольных заразили адаптированным к этим животным вирусом ящура, гомологичным вакцинному, интрадермально в плантарную поверхность одной из задних лапок в дозе 104 ЛД50/0,1см3. Учет результатов заражения проводили через 3, 5 и 7 суток и оценивали по генерализации ящурного процесса на передних и одной задней лапках. Результаты контрольного заражения представлены в табл. 7 и 8.

Вакцина иммуногенна и пригодна для практического применения в дозе  2 см3, т.к. ИмД50  превышает в среднем в 6-7 раз  прививочного объема. 
Сроки наступления иммунитета у животных, привитых универсальной вакциной против ящура, определяли на телятах. Вакцину вводили подкожно в объеме 2 см³. Для изучения гуморального иммунитета у животных через  2,3, 5, 7 и 14 суток после вакцинации отбирали пробы крови.
Опытами установлено, что у вакцинированных животных иммунитет наступил на 3-и сутки после введения вакцины. Универсальная вакцина способствовала выработке  необходимого количества комплементсвязывающих антител, т. к. титр антител на 3 сутки  составил 1:8-1:16 в РСК.

Таблица7
Расчет иммунной дозы (ИмД50) для морских свинок

	Разве-дение вакцины
	Доза вакцины, см3 
	Количество вакциниро-

ванных морских свинок
	Количество морских свинок, под-

вергнутых контроль-ному заражению
	Отношение кол-ва не заболевших генерализованной формой ящура к числу животных в группе
	ИмД50

МС

	1:3

1:9

1:27

1:81

контр
	0,67

0,22

0,07

0,025

-
	8

8

8

8

-
	8

8

8

8

8
	8/8

7/8

7/8

5/8

0/8
	0,028


Таблица 8
Расчет иммунной дозы (ИмД50) для крупного рогатого скота

	Тип
	Отношение кол-ва не заболевших ген. формой ящура к числу животных
	ИмД50МС (в см3)
	Кол-во ИмД50МС в прививном объеме для КРС

	О 
	27/32
	0,028
	178,5


Для изучения продолжительности иммунитета проведена вакцинация КРС (32 головы), МРС (18 голов) и свиней (12 голов) универсальной вакциной.

Напряженность иммунитета определяли по уровню антител в сыворотке крови.  Кровь брали до и после вакцинации через  2, 3, 5 и 7 суток и ежемесячно в течение 18 месяцев исследовали по РСК. Результаты приводятся на рис. 2. 
Максимальный титр антител зафиксирован через 3 мес. после иммунизации в титре 8,0 log2, т.е. 1:256 в РСК. Через 9 месяцев после вакцинации титр комплементсвязывающих антител постепенно снижался и к концу срока наблюдения составил 6,0 log2 – 4,5 log2.
Таким образом, универсальная вакцина против ящура создает напряженный иммунитет длительностью не менее 18 месяцев (срок наблюдения).
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 титр антител у свиней
Рис. 2.  Продолжительность иммунитета у разных видов животных привитых универсальной вакциной
          3.3.3  Влияние температуры на хранение вакцины. В опытах по определению срока годности универсальной вакцины против ящура изучали влияние различной температуры (6±2) (С; (20±2) (С, (37±2) °С и (-4±2) на стабильность иммунизирующего антигена и длительность хранения. 

Для этого противоящурную вакцину с 18 месячным сроком хранения проверяли на овцах. Для испытания были отобраны клинически здоровые овцы в количестве 20 голов, которых разделили на 10 групп, по 2 головы в каждой. Овец иммунизировали  универсальной вакциной, хранившейся при температуре 6±2 °С  в течение 540 дней, при температуре 20±2 °С-30 дней , 37±2 °С - 10 дней и -4±2 °С - 1 день. Животных прививали в объеме 1см³ внутримышечно. Иммуногенную активность вакцин определяли по титрам антител, для чего у овец до вакцинации и через 3,5 и 7 суток после иммунизации отбирали пробы крови для постановки РСК. 

           В результате проведенного опыта получено, что универсальная вакцина, хранившаяся при температуре 6±2 °С в течение 540 дней и  хранившаяся при температуре 20±2 °С в течение 10 дней, не снизила своей иммуногенной активности (срок наблюдения). Вакцина, хранившаяся при температуре 37±2 °С в течение 5 и 10дней значительно снизила свою иммуногенную активность, а при  замораживании при -4±2 °С теряла на 100%.

На основании данных опытов можно заключить, что при хранении вакцины против ящура при температуре 6±2 °С и 20±2 °С она не теряет иммуногенную активность в течение 540 и 10 дней соответственно (срок хранения). Чем ниже температура хранения, тем длительнее вакцина сохраняет свою иммуногенную активность.  

Выводы

1. Выявлены особенности течения эпизоотического процесса ящура в различных регионах Кыргызстана. При этом наиболее доминирующими типами вируса оказались О194 и А22, которые протекают как раздельно, так и в смешанной форме и реже «Азия-1».   

2. Местный штамм «Белек-2001» вируса ящура типа О адаптирован в организме лабораторных животных после восьми пассажей, а в культуре клеток почке сирийского хомячка после четырех проведенных пассажей, с титром 108,5ЛД50/см³.

3. Разработанный нами режим инактивации вируса ящура с 0,03 %-ным формальдегидом при температуре 26 °С и рН 7,6-7,8 с экспозицией 48 часов, обеспечивает сохранность ее исходной антигенной активности в разведении 1:16 и полностью гарантирует получение авирулентной вирусосодержащей суспензии. 

4. Наиболее оптимальным методом очистки и концентрирования вируса являются: 0,1% полиэтиленполиамин в сочетании с 5 %-ным хлороформом; 7%-ной концентрацией полиэтиленгликоля. 
5. Установлено, что в качестве неспецифических стимуляторов иммунитета  наиболее эффективными являются 0,1 % сапонин с масляным  адъювантом в составе универсальной противоящурной вакцины.
6. Разработанная универсальная вакцина против ящура типа О изготовлена из местного эпизоотического штамма и создает достаточный иммунитет на 3-4-е сутки после вакцинации и предохраняет сельскохозяйственных животных от заражения на длительное время (не менее 18 мес.)

Практические предложения
1. Местный штамм вируса ящура рекомендуются для современной биотехнологии при изготовлении противоящурных средств специфической профилактики (вакцины), терапии (сыворотки, иммуноглобулинов) и диагностики (антигены). Кроме того, можно использовать в качестве референтного и музейного штамма, а также для восполнения банка микроорганизмов в республике.
2. Универсальная вакцина предлагается к использованию в неблагополучных по ящуру пунктах с целью обрыва эпизоотической цепи при разгаре инфекции и в угрожаемых ею зонах для создания у животных раннего и продолжительного иммунитета.
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Султаналиев Нуруланбек Кенешовичтин «Шарптын О тибине каршы колдонулуучу активдүүлүгү төмөндөтүлгөн вакцинаны даярдоонун технологиясын арттыруу» темасында ветеринария илимдеринин кандидаты даражасын коргоочу диссертациясынын 16.00.03 – ветеринардык микробиология, вирусология, эпизоотология, микология  менен  бирге микотоксикология жана иммунология адистиги боюнча
Резюмеси
Негизги сөздор: вакцина, биотехнология, вирусология, уулулук, серология, реактогендүүлүк, иммуногендүүлүк.   

Изилдөөнүчү объект: Ооруган малдардын канынын сары суусу шарп вирусунун штаммы, патологиялуу материал, шарпка каршы универсалдуу вакцина, сезгич жаныбарлар. 

Иштин максаты: Шарптын О тибине каршы колдонулуучу активдүүлүгү төмөндөтүлгөн эмдөөчү вакцинаны даярдоонун технологиясын арттыруу, анын иммунобиологиялык касиетттерин изилдөө.

Изилдөөнүн ыкмалары: Эпизоотологиялык мониторинг, серологиялык РСК, РДСК, РДП диагностикалык сыноолорун колдонуу менен, биосыноо, вирусологиялык.

Аппараттар: Гомогенизатор, центрифугалар, термостат жана башкалар.

Алынган  натыйжалар  жана  алардын  жаңычылыгы: Биринчи жолу шарп вирусунун О тибинин жергиликтүү «Белек -2001» штаммы бөлүнүп алынды, жана ойлоп табууга патент алынган. Бөлүнүп алынган штаммдын бир нече иммунобиологиялык касиеттери изилденген. Шарп вирусун активсиздендирүү методикасы  аныкталды, вирусту тазалоо методу аныкталды. Шарпка каршы вакцинанын иммуногендик активтүүлүгүнө адъюванттардын таасири изилденди. Бөлүнүп алынган штаммдан шарптын О тибине каршы универсалдуу вакцина даярдалды жана лабораториялык, табигый сезгич жаныбарларда сыноодо жогорку антигендик жана иммуногендик активтүүлүгүн көрсөттү.

Колдонулуу тармагы: Эпизоотологияда, вирусологияда жана ветеринардык практикада.
Резюме
диссертации Султаналиева Нуруланбека Кенешовича на тему "Усовершенствование технологии изготовления инактивированной вакцины против ящура типа О"  на соискание ученой степени кандидата ветеринарных наук по специальности 16.00.03 - ветеринарная микробиология, вирусология, эпизоотология, микология с микотоксикологией и иммунология

Ключевые слова: вакцина, биотехнология, серология, вирусология, токсичность, реактогенность, иммуногенность. 

Объект исследования: сыворотки крови больных животных, штамм вируса ящура, патологический материал, универсальная противоящурная вакцина, восприимчивые животные.

Цель работы: усовершенствование биотехнологии и изготовление инактивированной противоящурной вакцины типа О, изучение ее биологических свойств.

Методы исследования: Эпизоотологический мониторинг, серологический с применением диагностических тестов РСК, РДСК, РДП, постановка биопробы, вирусологический.

Аппаратура: Гомогенизатор, центрифуги, термостат и др. 
Полученные результаты и их новизна. Впервые выделен местный штамм вируса ящура "Белек-2001" типа О, и получен патент на изобретение. Изучены некоторые иммунобиологические свойства выделенного штамма. Определена методика инактивации вируса ящура, разработаны методы очистки вируса. Изучено влияние адъювантов на иммуногенную активность противоящурной вакцины. Из выделенного штамма изготовлена универсальная  противоящурная вакцина типа О, и при испытании на лабораторных и естественно восприимчивых животных показала высокую антигенную и иммуногенную активность.

Область применения. Эпизоотология, вирусология и ветеринарная практика. 
RESUME
Sultanaliev Nurulanbek Keneshovich “Improvement of technology of manufacturing inactivaned vaccine against FMD type O” on competition of a scientific degree of the candidate of veterinary sciences on the specialty  16.00.03 - veterinary microbiology, virology, epizootology, mycology with micotoxicology and immunology
Key words: vaccine, biotechnology, serology, virology, toxicity, ractogenocity, immunogenecity.

Object of research: blood serum of sick animals, strains of FMD virus, a pathological material, universal vaccine against FMD, susceptible animals. 

The Purpose of work: improvement of biotechnology and manufacturing of inactivated vaccine against FMD type O, studying of its biological properties. 

Methods of researches: Epizootological monitoring, serology with application of diagnostic tests CF, LTCF, AGID, carry out of biotest, virology methods.
Apparatus: Gomogenizer, centrifuge, thermostats etc. 

Received results and their novelty. The first time was isolated local strain of FMD type “O”, which was named as “Belek-2001” and the patent for the invention has been received. Some immunobiological properties of the strain  have been investigated. Improved a technique of inactivation of FMD virus and developed methods of purification virus. Investigated of adjuvants to immune activity of a vaccine is studied.  From isolated strain made universal vaccine against FMD type O, and at test for laboratory and naturally susceptible animals has shown high antigene and immunogenicity activity. 

Sphere of use: Epizootology, Virology and Veterinary practice.
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