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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
АБТС – 2,2’-Азино-ди-(3 -етил)-бензотиазолинсульфонова кислота
АСК – 5-Аміносаліцилова кислота
ВНА -     віруснейтралізуючі антитіла 
ВНК-     (baby hamster kidney cells) - нирка дитинчати хом’яка 
CVS-     (Challenge virus standard) прототипний штам вірусу сказу
DMEM  (Dulbecco’s modified Eagles medium)- середовище Ігла у 
     модифікації Дюльбекко
ЕД50-     середня ефективна доза
ELISA-   (enzyme-linked immunosorbent assay)-ІФА
ІФА-       імуноферментний аналіз 
IIF -         адаптоване звичайне імунофлюоресцентне випробування
КАВ-      культуральна антирабічна вакцина
КоКАВ-  концентрована очищена культуральна антирабічна вакцина 
МФА -    метод флуоресціюючих антитіл 
НГУК-1-  клітинна культура невриноми Гассерова вузла щура
NIH-        (National institutes of Health)- метод Національних інститутів 
       здоров’я США 
ОЩ-         оптична щільність 
ПХ-         пероксидаза хрону
РН-          реакція нейтралізації
RREID-  (rapid rabies enzyme immunodiagnosis)- швидкий імуноферментний 
     метод діагностики сказу 
RFFIT-    (rapid fluorescent focus-forming ingibition test) - ТІФФ 
ТІФФ -    тест пригнічення (інгібіції)фокусів флуоресценції 
ТФІФА-  твердофазний ІФА
FAVN-(fluorescent antibody virus neutralisation test)– імунофлюоресцентна
 	  реакція нейтралізації віруса
FCPS-      фуксин-зафарбовані цитоплазматичні структури 
ФІТЦ-         флюоресцеїна ізотіоционат
ВСТУП

Сказ в наш час все ще залишається постійною загрозою для людства в багатьох частинах світу. Незважаючи на те, що відомості про цю хворобу надходять до нас ще з давніх часів, проблема сказу не втратила своєї актуальності і до цього часу [1].
 Сказ – гостре інфекційне захворювання теплокровних тварин, яке характеризується ураженням центральної нервової системи, як правило, з летальним наслідком [2, 3]. Не дивлячись на значні досягнення науки і практики в його вивченні, боротьба з ним залишається досить складною, зокрема через значну циркуляцію збудника сказу в природі [4–8]. В деяких регіонах України та Росії це призвело до росту захворюваності сільськогосподарських тварин і, перш за все, великої рогатої худоби [9, 10]. В деяких регіонах, зокрема, в Краснодарському краї, реєструють ендемії сказу [11].
В останні роки спостерігається глобальне розповсюдження рабічної інфекції з втягуванням в епізоотичний ланцюг не лише м’ясоїдних хижаків, але й кажанів і диких травоїдних тварин (антилопи-куду в Намібії), що не без підстав вважається своєрідним епізоотичним вибухом [6].
Протягом останніх двох десятиліть на території ряду країн, в тому числі в Україні, поширилася епізоотія сказу серед диких тварин (головним чином серед лисиць) [7–15]. Це в значній мірі визначає епідемічну характеристику рабічної інфекції [16–18]. За останні 15 років кількість хворих на сказ лисиць склала 42,3% від загальної кількості захворілих тварин в Україні [9]. Проте, як зазначають Orsi S.B., Rossini A. (2002), за більшість укусів в Італії відповідають собаки (84%) і кішки (9,8%) [18], а в південних районах США - кажани [19]. Таке становище, в першу чергу, пов’язують з порушенням екосистеми [14].
Проблема сказу залишається актуальною у зв’язку з летальним наслідком (як правило) кожного випадку захворювання [20]. За даними ВООЗ щороку у світі реєструється більше тридцяти тисяч випадків смерті людей (за різними авторами від 25 до 40 тис.) [19] і більше чотирьох мільйонів чоловік потребують антирабічного лікування [12, 21]. Протягом минулих двох років в Україні до медичних установ за допомогою звернулося 105-110 тисяч громадян, які були покусані дикими та домашніми тваринами. З них близько 30 тис. отримали антирабічну допомогу [7]. Складна епідеміологічна та епізоотологічна ситуація спостерігається більш ніж в 110 країнах світу [13]. В значній мірі таке становище пов’язують з якістю вакцин та ефективністю антирабічної імунізації [22, 23].
Сказ є економічним тягарем як для розвинутих країн, так і для країн, що розвиваються, внаслідок високої вартості заходів профілактики, діагностики, епідеміологічного нагляду, імунізації тварин і регулювання чисельності популяцій диких тварин. Для України ці заходи коштують 120-130 млн. грн у рік [23].
Одне із основних місць в боротьбі з цим небезпечним захворюванням належить вакцинації тварин і постійному контролю рівня імунної відповіді. 
Актуальність теми. Територія України нині є зоною стійкого неблагополуччя по сказу. Хвороба реєструється у всіх природно-географічних зонах країни [10].
Індикатором епізоотичного стану є напруга антирабічного імунітету у домашніх та диких тварин, міграція яких сприяє постійній циркуляції вірусу у природі. Дослідження рівнів гуморального імунітету дозволяє контролювати та передбачати ситуацію щодо сказу та визначати ефективність антирабічної вакцинації тварин, яка є єдиним шляхом вирішення цієї проблеми. Тому зараз виникла гостра потреба у чутливих, специфічних, легких у виконанні та швидких методах виявлення специфічних антитіл. Досі в Україні для виявлення антитіл до вірусу сказу використовують метод віруснейтралізації на білих мишах. Проте ВООЗ та МЕБ (2002) у якості методів виявлення антирабічних антитіл рекомендують використовувати метод віруснейтралізації на клітинних культурах та імуноферментний аналіз. Останній є високоспецифічним та дозволяє одночасно виявляти антитіла у великій кількості зразків за 4–6 годин.
В Україні не розроблено жодної тест-системи для виявлення рабічних антигенів та специфічних антитіл на основі ІФА. У зв’язку з цим розробка тест-системи на основі імуноферментного аналізу для виявлення антитіл проти вірусу сказу є актуальною та своєчасною.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертаційна робота є складовою частиною комплексних досліджень за темою: “Розробка теоретичних основ та експериментальне обґрунтування біотехнології засобів діагностики та профілактики сказу” (номер державної реєстрації 0199U0025). Автором дисертації виконувалась робота у напрямку розробки засобів на основі ІФА для визначення антитіл проти вірусу сказу у сироватці крові тварин. 
Мета і завдання досліджень. Основна мета роботи - розробка тест-системи на основі імуноферментного аналізу для визначення антитіл проти вірусу сказу у сироватці крові тварин.
Для досягнення цієї мети були поставлені такі наукові завдання: 
· визначити лабораторний штам збудника сказу, як джерело специфічного антигену (імуносорбенту), придатного для використання в ІФА;
· підібрати культуру клітин, яка забезпечувала б урожайність відібраного лабораторного штаму вірусу сказу не нижче 5,5 – 6,0 lg ЛД50/0,03 см3;
· отримати концентрований і очищений рабічний антиген;
· розробити схему гіперімунізації кролів з метою отримання антирабічних сироваток;
· одержати активний імунопероксидазний кон’югат на основі рекомбінантного білка А Staphylococcus aureus;
· розробити тест-систему для виявлення антирабічних антитіл у сироватці крові тварин на основі непрямого варіанта імуноферментного аналізу.
Об'єкт дослідженн:.вірус сказу, імуноферментний аналіз.
Предмет дослідження: культури клітин, культуральні та тканеві антигени вірусу сказу, імунопероксидазний кон’югат, антирабічна сироватка, параметри постановки ІФА.
Методи дослідження. Поставлені в роботі наукові завдання вирішувались експериментально з використанням вірусологічних, імунологічних, гематологічних, біохімічних та статистичних методів досліджень.
Наукова новизна роботи. Вперше в Україні отримана високоспецифічна діагностична антирабічна сироватка крові кролів за розробленою нами методикою гіперімунізації, суть якої полягає у п’ятикратному введенні антирабічної вакцини КоКАВ на 1-, 3-, 7-, 14- та 30-у добу з додаванням ад’юванту ISA 25 на 1- та 14-у добу імунізації. Запропоновано методику концентрування вірусу сказу поліетиленеміном. Розроблено діагностичну тест-систему на основі непрямого варіанта ІФА із застосуванням кон’югату на основі рекомбінантного білка А Staphylococcus aureus, яка дозволяє виявляти антирабічні антитіла у сироватці крові різних видів тварин та визначати їх рівень у МО. Наукова новизна роботи підтверджена Деклараційним патентом України на винахід 64544 А 7 G01/N 33/00.
Практичне значення одержаних результатів. Результати дисертаційної роботи використані при створенні тест-системи “ІФА-RABIES AB” (ТУУ 24.4.31404814–679–2002), впровадженої у практику ветеринарної медицини (“Настанова по застосуванню тест-системи діагностичної імуноферментної “ІФА-RABIES AB” для виявлення антитіл проти вірусу сказу у сироватці крові м’ясоїдних (собак, котів, лисиць, корсаків, вовків), свиней та великої рогатої худоби”, затверджена Державним департаментом ветеринарної медицини Міністерства АП України) а також при депонуванні лабораторного штаму “Щелково-51 К” вірусу сказу в Депозитарії Державного науково-контрольного інституту біотехнології і штамів мікроорганізмів Міністерства АП України. 
Апробація результатів дисертації. Матеріали наукових досліджень доповідались та обговорювались на 4-х наукових конференціях професорсько-викладацького складу, наукових співробітників та аспірантів факультету ветеринарної медицини НАУ за 1999-2002 роки; на міжнародній науково-практичній конференції “Проблеми інфекційної патології тварин”, присвяченій пам’яті А.І. Собка (10-14 вересня 2001, Крим), на третій Міжнародній науково-практичній конференції “Біоресурси та віруси”(15 жовтня 2001, м. Київ).
Публікації. Основні положення дисертації викладено у 11 наукових працях: 2 статті у журналі “Науковий вісник Національного аграрного університету”, 1 стаття у журналі “Науковий вісник Львівської державної академії ветеринарної медицини імені С.З. Гжицького”, 1 стаття у збірнику праць Луганського Національного аграрного університету, 1 стаття у міжвідомчому науково-тематичному збірнику ІЕКВМ “Ветеринарна медицина” і 5 тезах доповідей на наукових конференціях та одному патенті на винахід. 
Статистична обробка експериментальних даних. Достовірність отриманих результатів перевіряли методом малих виборок за допомогою комп’ютерної програми MS Excel [25].



ВИСНОВКИ

1. У дисертації теоретично та експериментально обґрунтовано розробку специфічної та чутливої тест-системи на основі непрямого варіанта імуноферментного аналізу для визначення антитіл проти вірусу сказу у сироватках крові тварин, яка дозволяє визначати рівень гуморального імунітету у тварин та здійснювати, у комплексі з іншими заходами, контроль рабічної інфекції.
2. Розроблено методику концентрування та очищення рабічного антигену (штам "Щелково-51 К") на основі застосування поліетиленеміну, що дозволило отримати імуносорбент – компонент тест-ситеми для виявлення антирабічних антитіл.  
3. Підібрано клітинну культуру ВНК-21/17 та визначено умови культивування, які забезпечують урожайність штаму “Щелково-51 К” вірусу сказу у титрі не нижче 5,8 – 6,0 lg ЛД50/0,03 см3; інфекційний титр вірусу в процесі пасажування поступово зростав (до 3-го пасажу) і до 5-го пасажу був на рівні 5,8 – 6,5 lg ЛД50/см3.
4.  Розроблено методику отримання високоактивних і специфічних антирабічних сироваток на кролях. П’ятикратне введення антирабічної вакцини КоКАВ (на 1-, 3-, 7-, 14- та 30-у добу) з ад’ювантом ISA-25 (на 1- та 14-у добу) забезпечує синтез антитіл проти вірусу сказу на рівні 10,39±0,7 lоg2 ЕД50.(210 МО/см3).
5. Встановлено високу імуностимулюючу активність та мінімальну реактогенність для кролів ад’юванту ISA-25. Застосування ад’юванту у дозі 25 % від об’єму введеного рабічного білка сприяє підвищенню титру антитіл проти вірусу сказу у сироватках крові кролів на 2–3 log2; ад’ювант не впливає на фізіологічні, гематологічні та біохімічні показники у гіперімунізованих тварин, не викликає будь-яких помітних реакцій та утворень у місці його введення.
6. Відпрацьовано параметри постановки непрямого варіанта твердофазного ІФА в процесі виявлення антитіл проти вірусу сказу у сироватках крові тварин. Як імуносорбент найбільш оптимальним виявився концентрований рабічний антиген (концентрація специфічного білка становить 10 мкг/см3), отриманий з матеріалів клітинної культури ВНК 21/17, інфікованої штамом “Щелково-51 К” вірусу сказу; найбільш повна адсорбція антигену на полістиролових планшетах відбувається при +4 оС протягом 16 год; оптимальний термін інкубації сироваток з сорбованим рабічним антигеном становить 60 хв при + 37 оС; найбільш чіткі результати постановки непрямого варіанта ІФА в процесі виявлення антитіл проти вірусу сказу тварин мають місце при використанні поміченого пероксидазою хрону кон’югату на основі білку А Staphyloccocus aureus у робочому розведенні 1:2000.
7. Розроблена тест-система на основі імуноферментного аналізу для визначення антитіл проти вірусу сказу у сироватках крові тварин, яка за специфічністю не поступається реакції нетралізації на білих мишах, а за чутливістю значно перевищує її (до 260 раз); Розроблена НТД на виготовлення та настанова із застосування тест-системи діагностичної імуноферментної “ІФА-RABIES AB” для виявлення антитіл проти вірусу сказу у сироватці крові тварин.

 			ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ
З метою вирішення проблеми сказу на території України:
 - налагодити постійний контроль за циркуляцією вірусу сказу серед популяцій чутливих тварин та здійснювати у неблагополучних щодо сказу регіонах вакцинацію диких і свійських тварин;
 - забезпечити контроль рівня імунітету до сказу у популяціях диких тварин, які визначені резервуаром збудника у конкретному регіоні, та, в разі, коли показники активності сироваток крові становлять нижче 0,5 МО/см3 здійснювати ревакцинацію антирабічними вакцинами.
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