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АНЫҚТАМАЛАР

Бұл диcceртaциялық жұмыста кeлeci тeрминдeрге анықтамалар берілді:
Антиген - антидененің түзілуіне қатысып және онымен телімді әрекеттесетін жоғары молекулалы организм үшін бөгде зат.
Антидене - антигендердің әсерінен денеде пайда болатын өзіндік белоктар (иммуноглобулиндер). 
Антигенділік - иммундық реакцияның эффекторларымен (иммуноглобулиндер, сезімтал лимфоциттер) нақты өзара әрекеттесу мүмкіндігі. 
Адъювант - иммуногенмен бір мезгілде енгізген кезде иммундық жауапты күшейту үшін қолданылатын қосылыс немесе заттар кешені. 
Белсенділік - телімді диагностикалық препараттың ең жоғарғы титрі, немесе жасуша өсіндісін және жануарларды зақымдаушы телімді реакцияға қабілетті вирус.
Биореактор - микробиологиялық синтез процесінде культуралық (жасуша өсіндісі) ортаны араластыруды жүзеге асыратын аспап.
Ветеринария (ветеринария саласы) - жануарлардың ауруларын, олардың профилактикасына, диагностикасына, оларды емдеуге және жоюға, мемлекеттік ветеринариялық - санитариялық бақылау және қадағалау объектілерінің Қазақстан Республикасының ветеринария саласындағы заңнамасының талаптарына сәйкес келуін қамтамасыз етуге, сондай-ақ халықты жануарлар мен адамға ортақ аурулардан қорғауға бағытталған арнаулы ғылыми білімдер мен тәжірибелік қызмет саласы.
Вирус – жасушасы жоқ өте ұсақ ағзалық зат.
Вирус титрі – жануардың ауру шақыратын инфекциялық материалының ең аз сандық мөлшері.
Вакцина – микроорганизмдерден  (бактерия, вирус тағы басқалардан) алынып, адам мен жануарлар организміне жұқпалы аурулардан алдын ала сақтану және олардың иммундық қасиетін арттыру үшін егілетін препараттар.
Жасуша линиясы - қатерлі ісіктерден алынған жасуша өсіндісі немесе қалыпты жасушаларды ұзақ пассаждаудан өткізген in vitro жағдайында шексіздікке дейін көбейетін жасушалар.
Иммунитет - организмнің антигендік қасиеттері бар жұқпалы және жұқпалы емес бөгде заттарды, жұқпалы аурулар қоздырғышын немесе олар бөліп шығаратын кейбір улы заттарды қабылдамаушылық қасиеті және оларға қарсы тұру қабілеті.
Иммундық жүйе – жануарлардың ортаға бейімделу мүмкіндіктері мен олардың денсаулық дәрежесін анықтайтын ең маңызды гомеостатикалық жүйелердің бірі.
Иммуногенділік – бактерия және вирус антигендеріне қарсы қанда және торшада иммунитет туғыза алатын қабілеттілік.
Инактивация - әртүрлі микроорганизмдердің жұқпалы қасиеттері мен зардаптылық белсенділіктерін жою немесе өте төмендету.
Инфекция –  микро және макроорганизмдердің қарым-қатынасының бір түрі, оның негізіне инфекциялық агенттің организмге кіруі мен онда өсіп-өнуі жатады.
Инокулят – жасуша өсіндісі үшін бастапқы болып табылатын және қоректік ортаға себу үшін пайдаланылатын жасушалардың суспензиясы.
Криоконсервация - мүмкіндігі бар тірі биологиялық объектілерді төмен температурада сақтау процесі.
Құтырық - орталық жүйке жүйесінің бұзылуымен сипатталатын, табиғи және антропургиялық, адамдар мен жылы қанды жануарлардың ми тіндеріндегі дегенеративті және некротикалық өзгерістерге ұшырайтын, экстремалды қозу және сал болу қаупі бар, жіті өтетін, соңы өліммен аяқталатын вирустық індет.
Қан сарысуының титрі – сәйкес антигенмен антидененің әрекеттесуіндегі қан сарысуының ең жоғары сұйылтпасы.
Өсінді – қатты және сұйық ортада өсірілген өміршең микроорганизмдердің популяциясы.
Пассаждау – қоздырушымен жұқтыру арқылы жануар денесiнен өткiзу немесе қоректiк орталарда сан рет өсiру арқылы қоздырушының биологиялық қасиеттерiн өзгерту.
Серологиялық реакция - антиген мен антидененің өзара әрекеттесу арқылы пайда болатын реакция. 
Серологиялық белсенділік - антиденелердің телімді қабілеттілігін антигенмен байланыстыру. 
Сублиния - біртекті жасушалардан тұратын жасуша өсіндісі.
Суспензия – қатты дисперстік фазаның сұйық дисперстік ортада таралған микрогетерогенді жүйесі.
Титр - антиген және антиденелердің биологиялық белсенділігінің деңгейі.
Телімділік - иммундық жауаптың антигеннің эффектісімен селективті түрде әрекет ету қабілеті.
Цитопатикалық әсер (ЦПӘ) - организмнен тысқары өсірілетін вирус жұқтырған жасушалардың морфологиялық бұзылуы және функционалдық патологиясы.
Штамм - морфологиялық және биологиялық қасиеттері бірдей микроорганизмдердің таза дақылы. 
Эпизоотия - белгілі бір аумақта жануарлардың бір немесе көптеген түрлерінің арасында жұқпалы індеттің кең таралуы.









БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

Бұл диcceртaциялық жұмыста төмендегідей қысқартулар мен белгілеулер қолданылды:

	АӨК
	· агроөнеркәсіп кешені

	АБ 
	- антиденелерді бейтараптандыру

	АГ 
	- алюминий гидроксиді

	АД 
	- антидене

	а/ш 
	- ауыл шаруашылығы

	БР 
	· бейтараптау реакциясы

	ВБР
	· вирусты бейтараптандыру реакциясы

	ГОА
	· алюминий гидроксиді

	ҒӨК
	· ғылыми-өндірістік кәсіпорын

	ДДСҰ 
	- дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы

	ДСҰ
	- дүниежүзілік сауда ұйымы

	ДНҚ 
	- дезоксирибонуклеин қышқылы

	ДПР
	· диффузды преципитация реакциясы

	ДЭИ
	· димерэтиленимин

	ЕПА 
	- ет-пептонды агары

	ЖШС
	· жауапкершілігі шектеулі серіктестігі

	ИИ
	- иммуногенді индексі

	ИФӘ 
	- имуноферменттік талдау әдісі

	ИФР 
	- иммунофлуоресценция реакциясы

	ҚазҰАЗУ
	· Қазақ Ұлттық Аграрлық Зерттеу Университеті

	ҚВ 
	- құтырық вирусы

	ҚР
	· Қазақстан Республикасы

	ҚР АШМ
	· Қазақстан Республикасы Ауылшаруашылық министрлігі

	МЕМ СТ
	· мемлекеттік стандарт

	ОГТ
	· орташа геометриялық титрлер

	ПТР 
	- полимеразды тізбекті реакция

	ПЭИ
	- полиэтиленимин

	РНҚ
	- рибонуклеин қышқылы

	РНП
	- рибонуклеопротеин

	СОП
	- стандартты операциялық процедура

	ТЦӘ50
	- 50% тіндік (ұлпалық) цитопатиялық әсері

	ФАӘ 
	- флуоресцентті антидене әдісі

	ХБ
	- халықаралық бірлік

	ХЭБ 
	- Халықаралық эпизоотиялық бюросы

	ЦПӘ
	· цитопатиялық әсер

	ЕО
	· Еуразиялық одақ

	ЕАЭО
	· Еуразиялық экономикалық одақ

	ic 
	· тері астына инъекция

	ANSES 
	· Тамақ Өнімдерінің Қауіпсіздігі, қоршаған орта және еңбек жөніндегі ұлттық агенттік (франц.- Аgence Nationale de Sécurité Sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail

	ANOVA
	· Р. Фишер эксперименттік зерттеулердің нәтижелерін талдау үшін жасаған (ағыл. - Analysis of variance).

	Ag 
	- антиген

	ВНК-21
	- сириялық аламанның бүйрек жасушаларынан алынған дамылысыз өсетін жасуша өсіндісі (Baby Hamster Kidney-21)

	CVS
	· құтырық вирусты штамм (challenge virus standart) 

	DO
	· ерітілген оттегі

	DPBS
	· Дулбекконың фосфат буфері бар тұзды ерітіндісі (Dulbecco's phosphate-buffered saline) 

	GMP
	· Good Manufacturing Practice

	LD
	· Өлім дозасы (lethal dose)

	lg
	· логарифм

	М 
	· арифметикалық орта

	m 
	· арифметикалық орташа қателік

	МDСК
	· иттің бүйрегі жасушаларынан алынған (Madin – Darby Canine Kidney Epithelial Cells)

	Mic 
	· тышқанның летальді дозасы

	MLD
	· minimum lethal dose

	n 
	- бақылаулардың немесе тәжірибедегі жануарлардың саны

	NIH 
	- зертханалық ақ тышқандарда иммуногендіті анықтау әдісі (National Institute of Health)

	Р 
	- жарамдылық критерийі

	r 
	- коэффициент корреляциясы

	Vero
	· жасыл маймыл бүйрегінен алынған трансформацияланған жасуша өсіндісі (Verda Reno)






















КІРІСПЕ

Ғылыми зерттеудің өзектілігі. Диссертациялық жұмыс, жаңа өнім – яғни, мал шаруашылығын және ветеринария саласын жоғарғы сапалы профилактикалық препараттар және бәсекеге қабілетті отандық өнімдермен қамтамасыз етуге негізделген.
Бүгінгі таңда құтырық - табиғи ошақтық Rhabdoviridae тұқымдасының құтырық вирусынан туындаған аса қауіпті соңы өліммен аяқталатын зооантропонозды жұқпалы індет [1, 2, 3].  
Халықаралық эпизоотиялық бюроның (ХЭБ) мәліметінде эпидемиологиялық және эпизоотологиялық жағдай әлемнің 150 – ден астам елінде жануарлар арасында құтырық індетінің табиғи ошағы тіркелді [4], олардың көпшілігінде құтырық вирусы инфекцияның ең қауіпті резервуарларының денесінде сақталады, құтырықтан өлген адамдардың 99%  инфекцияны иттерден жұқтыратыны анықталған, індет ауыл шаруашылық жануарлар арасында кең таралған [5, 6]. 
Құтырық індетін бақылау жөніндегі жаһандық альянстың (GARC, 2015) мәліметтері бойынша, осы инфекцияға қарсы күрестің әртүрлі аспектілеріне байланысты жыл сайынғы шығындар 8,6 миллиард долларды құрайды. Осы індеттен келтірілген негізгі залал өлімге байланысты профилактикалық және эпизоотияға қарсы іс-шараларға, сондай-ақ диагностикалық құралдарға арналған шығындардан тұрады [7]. Соңғысы эпизоотияға қарсы шараларды жоспарлау және жүргізу кезінде зардап шеккен адамдар мен жануарлардың постэкспозициялық алдын-алу курсын тағайындау кезінде маңызды рөл атқарады.
Құтырықтың табиғи ошақтарына үнемі мониторинг жүргізу және жабайы жануарларды вакцинациялау құралдарын жетілдіру бойынша зерттеу қызметін кеңейту қажеттілігі, өз кезегінде, құтырық вирусын инактивациялаудың әдістерін жетілдіруді талап етеді. Құтырық вирусы тазартылған антигендік компоненттерін алудың классикалық технологиялары вириондардың жасушаға қосылуында жетекші рөл атқаратын және типтік белгілерін анықтайтын ең күшті иммуноген гликопротеинді оқшаулаумен байланысты [8]. 
Рабдовирустардың ерекшелігі, бұл өз кезегінде екі негізгі мәселені шешуді қамтиды: вирустық бөлшектердің ыдырауы және антигендік эпитоптарды субвирустық компоненттерден тазарту [9, 10, 11, 12]. 
Дүниежүзілік Денсаулық Сақтау Ұйымы (ДДСҰ) мәліметі бойынша әлемде жылына құтырықтан адамдар арасында 70000 дейін өлім жағдайы тіркеледі. Жануарлардың құтырық індетінің - 42,4% жуығы Америка елдеріне тиесілі, Еуропа елдеріне - 31,9%, Африка және Американың көптеген елдерінің үлесіне тиісінше 21,3% жағдай, соның ішінде құтырған жануарлар тістеген адамдардың 40%-ы 15 жасқа дейінгі балаларды құрайды [13, 14]. 
Қазақстанда өткен ғасырдың 50 жылдарынан рабиялық инфекцияның табиғи ошағы таралып, ауыл шаруашылығына айтарлықтай экономикалық шығын әкелді. Қазақстанда бұл індеттің түрі негізінен қасқырлар және иттер  арқылы тарайды деп анықталып келген. Бірақ өткен ғасырдың ортасынан бастап, 1956-1975 жылдары індеттің түлкі, қарсақ және қасқыр мен шибөрі арасында кездесетіні белгілі болған [15]. 
Құтырық бойынша Қазақстанда осы заманғы ахуал – негізінен, табиғи сипаттағы – эпизоотия. Қалалар мен елді мекендерде бақылаусыз қалған қаңғыбас иттер мен мысықтардың көбейіп кетуіне және иттерді ұстау ережелерінің өрескел бұзылуына байланысты құтырық індетінің кеңінен етек алуы алаңдатушылық туғызды. Жыл сайын елімізде адамдар арасында құтырықтан 15 жағдай тіркелуде. Агроөнеркәсіптік кешендегі мемлекеттік инспекция комитетіне соңғы 5 жылда тіркелген есебі бойынша, адамдар арасында құтырыққа шалдыққан 44 жағдайдың 30-ы (68,2%) Түркістан облысында анықталды, демек бұл өңір құтырық індетінің негізгі ошағы болып табылады. Құтырықпен ауырған 44 адамның 16-ы (36,4%) 14 жасқа дейінгі балалар және 2-і (4,5%) жасөспірімдер, гидрофобиямен ауырған 40 (90,9%) адам  құтырған иттерден, 3-і (6,8%) - мысықтан және 1-і (2,3%) – түлкіден жұқтырған. Құтырықпен ауырып өлген 8-і (18,2%) адамның медициналық көмекке ит қапқаннан кейін біраз уақыттан соң ғана барғаны анықталған. Олар құтырыққа қарсы иммуноглобулин «0», «3», «7», «14» екпелерін қабылдағанымен, алайда алған төрт екпелері олардың өмірлерін сақтап қала алмаған [16, 17]. 
Қазақстандық ғалымдар жануарлардың құтырығына қарсы қолданылатын препараттарды әзірлеу жөнінде ғылыми зерттеулер жүргізіп, вакцина алу технологиясын қарқынды әзірлегенімен, өндірістік жағдайда шығарудың деңгейі төмен екендігіне көз жеткізді [18, 19, 20]. 
Ветеринариялық басқару органының мәліметі бойынша республикада эпизоотиялық жағдайлар, жылына ауыл шаруашылық және жабайы жануарлар арасында тіркеліп отыр. Тіркелген барлық қолайсыз аймақтардың   батыс өңірде - 38% анықталған, елдің орталық өңірінде - 8%. Батыс және шығыс аймақтарда құтырық жабайы етқоректілерден жұққан, оның ішінде ауылшаруашылық жануарларының арасында көптеп кездеседі. Түріне қарай қолайсыз пункттердің ең көп тіркелуі ауылшаруашылық жануарлар арасынан ІҚМ, жылқы, түйе және үй жануарлары, жабайы ет қоректілер арасында да құтырыққа шалдығу жағдайлары кездескен. Жыл сайын адамдар құтырығы да тіркелуде. 2020 жылы республика бойынша адамдардың өліммен аяқталған бұл індеттің 2 жағдайы Алматы және Шымкент қаласында болды. Індеттің тіркелу себептері инфекцияға  қарсы алдын ала сақтықтың болмауы және антирабиялық препараттармен уақтылы қамтылмау фактілері болып отыр [21, 22].
Жануарлардың құтырығымен күресуде антирабиялық вакциналарды қолданудың тиімділігі – індеттің таралуын тежейді, індет ошақтарын жоюға мүмкіндік береді. Яғни, Қазақстанда құтырыққа қарсы инактивацияланған вакцина өндіру технологиясын игеру және жетілдіру оны өндірісте қолданудың ветеринария саласы үшін маңызды. Соңғы уақытта құтырық вирусының штаммдарының антигендік құрамы бірдей деп есептелінеді. Бұл тұжырым көпшілік мақұлдаған иммунологиялық әдістерді қолдану нәтижесіне негізделеді [23, 24, 25].
Отандық өнім ретінде өсінділік вакцинаны өндірудің технологиялық әдістерін қажет ететін (штамм таңдау, жасуша өсіндісіне бейімдеу, өсіру әдістерін игеру, элективті қоректік ортасын таңдау, биопрепараттың қауіпсіздігін) нақты зерттеулер ветеринария биотехнологиясындағы өзекті мәселенің бірі. Бұл аталған тұжырымдар елімізде халықаралық GMP стандартына сәйкес жануарлар құтырығына қарсы антирабиялық инактивацияланған  вакцинаны әзірлеу технологиясын жетілдіру және оны өндіріске енгізу, ветеринария саласында қолданылатын тиімділігі жоғары вакцинамен қамтуға мүмкіндік береді.
Диссертациялық ғылыми зерттеулер - мал шаруашылығын және ветеринария биотехнологиясында жоғары сапалы профилактикалық препараттар мен бәсекеге қабілетті отандық жаңа өнімдермен қамтамасыз етуге негіз бола алады.
Зерттеудің мақсаты. Жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhаbdovac» антирабиялық вакцинаны халықаралық GMP стандартына сәйкес өндіру технологиясын әзірлеу және өндіріске енгізу.
Зерттеудің міндеттері:
1. Құтырық вирусының өндірістік СVS-11 штамын өсіруге арналған жасуша өсінділерін анықтау және биореакторда суспензиялық әдіспен өсірудің параметрлерін зерттеу.  
1. «Rhаbdovaс®» вакцинасын әзірлеуге арналған инактиванттың және адъюванттың оңтайлы концентрацияларын зерттеу.  
1. Құтырыққа қарсы әзірленген «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының иммунобиологиялық қасиеттерін зертханалық жағдайда зерттеу.
1. «Rhаbdovaс®» вакцинасын иммуногенді белсенділігін өндірістік жағдайда зерттеу.
Зерттеу нысаны: Зерттеу жұмыстарының нысаны ретінде жануарлардың құтырық індетіне қарсы «Rhаbdovaс®» вакцинасын әзірлеу үшін құтырық вирусының өндірістік СVS-11 (VR-959™, ANSES, France) және бақылау СVS-27 (VR-321™, ANSES, France) референттік штамдары қолданылды.
СVS-11 штамын өсіру үшін үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13 ATCC, USA) жасуша линиясы қолданылды. 
ВНК-21 жасуша линиясын өсіру үшін, фетальді қан сарысуы сау малдан алынған қан сарысуы, гидролизаттар, - l99 және Игла МЕМ (Capricorn scientific, Germany ) синтетикалық қоректік орталары қолданылды.
CVS-11 штаммды in vitro зерттеу мақсатында, ВНК-21 (сириялық аламанның бүйрегі), Vero (маймыл бүйрегі) және МДСК (иттің бүйрегі) жасуша өсінділерін өсіру стационарлық және биореакторда суспензиялық әдіспен салыстырмалы түрде зерттелді. 
Вакцина әзірлеу үшін полиэтиленимин (ПЭИ) және димерэтиленимин (ДЭИ) инактиванттары салыстырмалы зерттелді.
Вакцина құрамында адъювант ретінде Montanide ISATD-201 VG (Seppic, France) қолданылды.
«Rhаbdovaс®» вакцинасының иммуногенді қасиетін салыстырмалы зерттеу мақсатында анықтамалық референс-вакцина «Biocan-R» (Чехия) қолданылды.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. 
Құтырық вирусын өсіруге қолданылатын үздіксіз өсетін жасуша өсіндісінің жаңа құрамдағы қоректік орта дайындалды. 
Биореакторда ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісін және құтырық вирусы  CVS-11 штамын өсірудің оңтайлы параметрлері зерттелді.
Қазақстанда халықаралық GMP стандартқа сәйкес жануарлардың құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинаны өндіру технологиясы әзірленді және өндіріске енгізілді.
Зерттеудің жаңалығы Қазақстан Республикасы Әділет министрлігінің «Ұлттық зияткерлік меншік институты» республикалық мемлекеттік қазыналық кәсіпорнының шешімімен өнертабыстық патенттерімен расталды:
· №34909 «Құтыру вирусын өсіруге қолданылатын үздіксіз өсетін жасуша жүйесіне арналған қоректік орта» (Қосымша И ) 
· №34910 «Құтыру вирусын өсіру тәсілі» (Қосымша К)
· №35323 «Жануарлардың құтыруына қарсы вакцина дайындау тәсілі» (Қосымша Л)
Қорғауға шығарылатын нәтижелер:
· Құтырық вирусының өндірістік СVS-11 штамын биореакторда суспензиялық әдіспен ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде өсірудің оңтайлы параметрі зерттелді;
· Құтырық вирусының СVS-11 штамынан алынған вирустық  суспензияны инактивациялаудың оңтайлы режимі анықталды;
· Вакцина құрамына MontanideTМ ISA-201 VG адъювантын қосу мөлшері анықталды;
· «Rhаbdovaс®» вакцинасының иммунобиологиялық қасиеттері зертханалық және өндірістік жағдайда зерттелді.
Диссертация тақырыбының мемлекеттік бағдарламамен байланысы.
Зерттеулер Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым министрлігі «Ғылым қоры» АҚ қолдауымен «Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинасын халықаралық GMP стандартына сәйкес өндіру» (№0206-17-ГК) ғылыми жобасының негізінде ЖШС «Антиген» ҒӨК жүргізілді.
Алынған нәтижелердің тәжірибелік маңызы. 
Қазақстанда халықаралық GMP стандартқа сәйкес, жануарлардың құтырығына қарсы иммуногенділігі жоғары және қауіпсіз антирабиялық вакцинаны өндіру технологиясы әзірленіп, өндіріске енгізілді.
1. Вакцинаға нормативтік – техникалық құжаттамалар әзірленді: 
Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинаның ұйым стандарты СТ ЖШС 980340000548-012-2018 (Қосымша А).
Жануарлардың құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhаbdovaс®» вакцинасын дайындау және бақылау бойынша нұсқаулық (Қосымша Ә).
Жануарлар құтырығына қарсы сұйық инактивацияланған «Rhаbdovaс®» вакцинаны қолдануға арналған нұсқаулық (Қосымша Б).
2. Вакцинаның саудалық атауына тауар таңбасы куәлігі алынды:
Қазақстан Республикасы тауар таңбасына куәлік «RHАBDOVAС» (Қосымша В).
3. ҚР АШМ ВБжҚК ветеринариялық препараттарды Мемлекеттік реестріне тіркеуге алынды:
Жануарлардың құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhаbdovaс®» вакцинасына тіркеу куәлігі № ҚР-ВП-1-4083-19 (Қосымша Г ).
4.Грузия мемлекетінің АШМ Ұлттық азық-түлік агенттігі ұсынған ветеринариялық препараттарға маркетингтік рұқсаттамасы алынды:
Ветеринариялық препараттың маркетингтік рұқсаттамасы №002055 (Қосымша Д ).
5. Жануарлар құтырығын алдын алу мақсатында антирабиялық «Rhаbdovaс®» вакцинасы:
Қазақстан Республикасы бойынша 2020 жылы келісім-шарт негізінде 60 000 доза вакцина өндірілді;
Грузия мемлекетіне 2020 жылы келісім-шарт бойынша вакцинаның 300 000 дозасы өндірілді;
Қазақстан Республикасы бойынша 2021 жылғы мемлекеттік сатып алу туралы келісім шартына сәйкес 570 000 доза вакцина өндірілді.
Қазақстан Республикасы бойынша 2022 жылы мемлекеттік сатып алу туралы келісім шартына сәйкес 2 200 000 доза вакцина өндірілді.
 Докторанттың қосқан жеке үлесі. Диссертациялық жұмыс бойынша әдеби деректерге талдау жасау, жұмыстың мақсаты мен міндетін анықтау, сонымен қатар ғылыми тәжірибелік зерттеулердің орындалуын жоспарлау, оны жүргізу, алынған мәліметтерді статистикалық өңдеу және диссертацияны жазу, қолжазбаны рәсімдеу автордың жеке қатысуымен орындалды.
Диссертация нәтижелерінің апробациядан өтуі. 2017 – 2021 жж. аралығында жүргізілген ғылыми тәжірибелік зерттеулердің негізгі нәтижелері Алматы қаласы Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университетінің Ветеринария факультеті «Биологиялық қауіпсіздік» кафедрасының кеңейтілген мәжілісінде және «Ветеринариялық медицина, фармация және санитария ғылыми – зерттеу институтының» ғылыми-техникалық кеңесінің отырысында баяндалып, талқыланды (№10 хаттама, 11 мамыр 2022 жыл.). 
Ғылыми тәжірибелік зерттеулердің негізгі нәтижелері мен тұжырымдық қағидалары келесі конференцияларда жарияланды: «Research for rural development 2019» халықаралық ғылыми конференциясы (Латвия, Елгава 2019); «Қазіргі Қазақстандағы ғылымның инновациялық дамуы мен сұранысы» Жас ғалымдардың XIII халықаралық ғылыми конференциясы (Тараз, 2019); «Global science and innovations 2020 proceedings» атты халықаралық ғылыми конференциясы (Ташкент, Өзбекстан 2020); «Global science and innovations 2020: Central Asia» атты халықаралық ғылыми-практикалық конференциясының еңбектері (Нұр-Сұлтан, 2020); «Ғылым және қазіргі әлемдегі білім беру: ХХІ ғасыр талабы» VII –ші халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Нұр-Сұлтан, 2020) (Қосымша Н); Сондай ақ, диссертациялық жұмыстың теориялық негіздері мен жүргізілген ғылыми зерттеу жұмыстардың нәтижелері технологиялық процеске енгізу акті (Қосымша Е) және Қазақ Ұлттық Аграрлық Зерттеу университетінің оқу процесіне енгізілді, Акт №04-761 28.06.2021ж. (Қосымша Ж) және әдістемелік ұсыныспен №5051, 28.01.2022ж. расталды (Қосымша З ).
Зерттеу жұмысының жарияланымдары. Диссертациялық жұмыс  материалдары бойынша бірлескен авторлармен 15 ғылыми жұмыстар жарияланған, оның ішінде: ҚР БҒМ Білім және ғылым саласында сапаны қамтамасыз ету комитеті ұсынған баспаларда - 5 мақала; Халықаралық ғылыми - тәжірибелік конференциялар жинақтарында - 5 жарияланым; Scopus, Web of Science мәліметтер базасына тіркелген халықаралық (CiteScore 1.3, процентиль 58) журналында - 1 мақала; ҚР Әділет министрлігінің «Ұлттық зияткерлік меншік институты» республикалық мемлекеттік қазыналық кәсіпорнының шешімімен зерттеу нәтижелері бойынша өнертабысқа - 3 патент және пайдалы модельге - 1 патент, Ветеринариялық тәжірибе және оқу процесі үшін акт ҚазҰАЗУ №5051 әдістемелік - 1 ұсыныс алынды.
Диссертацияның құрылымы және көлемі. Диссертациялық жұмыс компьютермен 143 бетке (Word редакторы, Times New Roman 14 шрифті, бір кегль жол аралығы) терілген және оның мазмұны кіріспе, зерттеу бағытын айқындау, өзіндік зерттеулер, зерттеу нәтижелері, зерттеу нәтижелерін бағалау және талқылау, қорытынды, тәжірибелік ұсыныстар, пайдаланылған әдебиеттер тізімі және қосымшалар бөлімінен тұрады. Жұмыс 22 кесте және 30 суретпен безендірілген. Пайдаланылған дереккөздер саны тізіміне 246 отандық және шетел ғалымдарының еңбектері енгізілді.






















1. ЗЕРТТЕУ БАҒЫТЫН АЙҚЫНДАУ

0. Құтырық індетінің эпизоотологиясы
Құтырық (Rabies, Lyssa, Hydrophobia) – жіті жұқпалы менингоэнцефалит түріне қарай жүретін және абсолютті өліммен сипатталатын вирусты этиологияның табиғи ошақты зооантропоноздық індет [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32]. 
Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымының (ДДСҰ) мәліметтері бойынша, құтырық инфекциясы бүкіл әлемде, жекелеген елдерде де, қоғамдық экономика мен денсаулыққа әсер ететін трансмиссиялық аурулар тобына кіреді. Құтырық - эпизоотияға іс – шаралар жүйесінің ажырамас бөлігі болып табылатын кең ауқымды мониторингті талап етеді [33]. Құтырыққа мониторингтік зерттеулердің нәтижелері Rabies bulletin Europe (RBE) және World survey of rabies (WSR) халықаралық мамандандырылған басылымдарында жиі көрсетіледі.
Індет тропикалық елдерде жабайы, үй және ауылшаруашылық жануарлары арасында кең таралған. Жыл сайын осы індеттен 70 мыңнан астам адам және 1 млн-нан астам жануар өлемге ұшырайды [34], қолайсыз жағдайлардың негізгі санынының артуы Африка мен Азия елдерінде кездеседі [35, 36] онда құтырықтың басым бөлігі қалалық түрі тіркеледі.
ДДСҰ-ның мәліметтері бойынша жыл сайын әлемде 15 миллионнан астам адам постэкспозициялық профилактиканы алады, сондықтан жұқпалы аурулардың арасынан құтырықтан адам өлімі оныншы орынды алады [37]. 
Құтырық індетінің салыстырмалы таралуы Кипр, Маврикий, Ямайка аралдары, Тынық мұхитының батыс аралдары, Австралия және Жаңа Зеландия сипатталады. Құтырықтың ұзақ және тұрақты көбеюі Ұлыбритания ерекше қауіпті инфекциялардың алдын алуға қойылатын қатаң талаптарға байланысты ерекшеленеді [38].
Еуропада соңғы жүз жылдықта құтырық бойынша жағдай өзгерген. Екінші дүниежүзілік соғыстың аяқталуынан кейін құтырық вирусына түлкілер бейім болған. Австрияда, Венгрияда, Бельгияда, Германияда, Чехословакиядағы түлкілердің құтырыққа ұшырауы 1986 жылы 71,1% -дан 90,0% -ға дейін болғанын көрсеткен. Ал, 1995 жылы бұл көрсеткіш Францияда 79,2% -дан Чехияда 88% -ға дейінгі аралықта болған. Еуропадағы құтырықтың таралуын болдырмау үшін, індетке шалдыққан жануарларды жою және қалғандарын оральды вакцинациялау жұмыстары жаппай жүргізілген [39, 40]. 
Сондай-ақ, эпизоотиялық іс-шараларды уақтылы және сапалы жүргізу, алдын алу шараларын қабылдау Финляндия, Нидерланды, Франция, Бельгия, Люксембург және Швейцария сияқты елдердің тұрақты көбеюін қамтамасыз етеді, құтырық инфекциясын жою бойынша күресу шараларын іске асырғаннан кейін Германия, Венгрия, Словакия, Польшадағы эпизоотиялық жағдай айтарлықтай жақсарды, дегенмен Шығыс Еуропа елдерінің көпшілігінде эпизоотиялық процесс бүгінгі күнге дейін жалғасуда [41]. 
Әлемде тіркелген жағдайлардың басым көпшілігі классикалық құтырық індетіне байланысты. Жапонияда, Жаңа Зеландияда, Гавайиде, сондай-ақ Австралия мен Антарктикада көптеп тіркелген. Басқа лиссавирустардың берілу тізбегі географиялық жағынан анағұрлым шектелген және көбінесе жарғанаттардан оқшауланған [42]. 
АҚШ пен Канадада жабайы жануарлардың популяциясының арасында құтырықтың 90%-дан астамы табылды. Құтырықтың эпизоотиясына жанаттар, түлкілер, сасық күзең және кайоттар кіргізілген. Құрама Штаттарда классикалық құтырықты таратуда жарғанаттар маңызды рөл атқарады [43]. 
Латын Америка елдерінде құтырық жағдайлары Құрама Штаттарға қарағанда әлдеқайда қарқындылығы артуда. Бұл елдердегі құтырықтың негізгі таратушылары иттер мен жарғанаттар жатады [44, 45].
Африканың көп бөлігінде құтырыққа иттер шалдығады. Мәселен, Зимбабведе 1950 жылдан бастап қазіргі уақытқа дейін құтырыққа диагноз қойылып келеді. Иттер арасындағы құтырықтың таралу жағдайлары бірінші орында, ал 1966-1967 жж., 1971-1973 жж., 1981, 1993-1995 жж аралығында шиебөрілер арасында құтырық тіркелген [46]. 
Соңғы екі онжылдықта Ресей Федерациясы, Украина, Беларусь, Хорватия және Литва аумағында құтырық індетінің өте қарқынды эпизоотиялық жағдайы байқалды. Індеттің саны жабайы жануарларда ғана емес, сонымен қатар үй жануарлары арасында да кездесті. Ресей Федерациясында жануарлардың шабуылына байланысты медициналық көмекке жыл сайын 250-ден 450 мыңға дейін адам жүгінеді [47]. 
Ресейде адамдардағы құтырықты емдеу туралы алғашқы мәліметтер және иттерде бұл инфекцияның таралуы 1534 және 1677 жылдарда анықталған. Құтырық туралы алғашқы ресми куәлігі - 1739 жылғы Императрица Анна Иоанновнаның жарлығында көрсетілген, ондағы патшалық сарайының аумағына кірген құтырған итке қатысты (Г.Н. Сидоров, 2002) қаулысы дәлел бола алады [48]. 
Kaрпов С.П. деректері бойынша (1961) Батыс Сібір мен Қазақстанның көшпелі тайпаларында осы инфекцияны қасқырдан жұқтыру кезінде жануарлардың құтырығы байқалған. [49]. 
Ресейдің еуропалық бөлігінде, әсіресе Орталық Қара Жер облысы, Еділ және Орал өңірлерінде, жабайы етқоректілер құтырықтың таралуының негізгі көзі болып отыр [50]. 
Урбанизация эпизоотиялық үрдіске кері әсерін тигізеді және әдетте халық тығыздығы жоғары өнеркәсіптік аудандарда үй жануарлары арасында да құтырық індеті жиі кездеседі [51]. 
Ресей аумағында құтырық ошағының үш түрі бар: табиғи – бұл вирус түрі көбінесе қызыл түлкі популяциясында сақталып олардан қасқырларға, иттерге, шиебөрілерге беріледі; арктикалық - мұнда вирус ақ түлкіде айналымда болады; антропоургиялық - онда вирус үй жануарларының популяцияларының арасында айналады [52]. 
С.А. Дудникова (2003) мәліметтері бойынша рабикалық инфекциясының екі экологиялық түрі бар: силватикалық (табиғи), онда жабайы жануарлар иттің, сусардың жабайы туыстары құраса, қалалық (антропоургиялық) инфекцияның резервуарына – үйдегі етқоректілер жатады [53]. 
Құтырық салдарынан стационарлық күйзеліске ұшыраған жерлерде ауыл шаруашылық жануарларын, ірі және ұсақ малдарды, әсіресе жас жануарлардың құтырықты жұқтыру қаупі үнемі сақталады. Осыған орай, тиімділігі жаңа дәлелдемелерді қажет етпейтін жануарлардың (жабайы, тұрмыстық және ауылшаруашылық) ерекше профилактикасы қажет. Осы мақсаттар үшін тірі және инактивацияланған вакциналар пайдаланылады, бірақ вакцинациямен қатар жабайы ет қоректілер популяцияларының санын бақылау әдісі де тиімді қолданылады [54]. 
В.М.Авилов және басқа ғалымдардың мәліметтері бойынша (2002), Ресейде 1981-2000 жж. мал құтырығының 18 858 қолайсыз пункттері тіркелді. Бұл ретте ірі қара малдар арасында тіркелген қолайсыз аймақтардың үлесі 34,9%, жабайы жануарлар – 30,8%, иттер – 18,3%, мысықтар – 9,5%, ұсақ мүйізді малдар, жылқылар мен шошқалар – 4% кем [55 ]. 
2017 жылдың бірінші жартысында құтырық эпизоотиясы Орталық Еуропалық бөліктің аумағында қарқынды таралды. Еділ мен Орталық округтердің маңызды аумақтарын қамтыған құтырықтың таралу аймағы қалыптасып, жағымсыз статистикалық белсенділіктің синхронды өсуін көрсетті. 2018 жылы инфекцияға шалдыққан түр құрамының басым бөлігі жабайы жыртқыш жануарлар - жалпы санының 47%  құрады [56]. 
В.В.Макаровтың пікірінше, қазіргі уақытта Ресейде табиғи ошақты құтырықтың батыстан шығысқа ауысу үрдісі байқалған, бұл республиканың шекаралас аймақтарындағы эпизоотиялық жағдайға әсер етеді [57]. 
Ресейдің бірқатар облыстарында орын алған дала және орман өрттері, жыртқыштардың қоныс аударуына себеп болып, індеттің таралуына ықпал етті. Қыс мезгілінде жабайы жануарлардың қоректерінің болмауы, төмен температура індеттің өршуіне жол ашты. Дегенмен, негізгі фактор - жыртқыштардың (ең алдымен түлкілердің) биологиясының ерекшеліктері, олардың белсенділігінің тұрақты маусымдық өзгерістері [58]. 
Құтырықты бақылау жөніндегі  ғаламдық альянс (GARC-Global Alliance for Rabies Control) - 2030 жылға қарай ит құтырығынан болатын өлімді жоюды мақсат ететін коммерциялық емес ұйым. Құтырықты бақылау жөніндегі дүниежүзілік альянстың жұмыс орталықтары  «One Health»  иттерді вакцинациялау әдісі адамдарға 99% дейін құтырық індеті көзін тоқтатады және бүкіл қоғамдастықты қорғайды деп есептеді  [59, 60]. 
Бүгінгі күні Қазақстанда және басқа да аймақтарда эпизоотиялық жағдай шиеленісе түсуде – эпизоотиялық процеске барлық жаңа аймақтар тартылуда, құтырықтың табиғи ошақтары күрт жанданып, жануарлардың әртүрлі түрлерінің арасында аурулар саны артуда барлық дерлік 21облысты қамтыды, олардың ішіндегі ең қолайсыз аймақтар Қостанай, Батыс Қазақстан, Атырау және Маңғыстау облыстары болған [61]. Облыстық аумақтық инспекцияның мәліметтері бойынша 2009 жылдың басында өнімді және өнімсіз үй жануарларының түлкілермен байланыс орнатқанын айтқан, түлкілердің саны 3500 жеткен. Жануарлардың құтырығы бойынша 99 жағдай тіркелген, соның ішінде - жабайы жыртқыштар арасында 18, оның 10-ы түлкі болған [62, 63, 64]. 
Эпизоотологиялық мәселелер аясында медициналық көмекке жүгінген және жануарлардың қабуынан зардап шеккендер санының артқаны атап өтілді - 2016 жылы 4767 адам, олардың 2565-ін (53,8%) қаңғыбас иттер тістеп алған. Эпизоотиялық тізбекке күзендер, сусарлар, борсықтар, сілеусіндер, жабайы мысықтар, егеуқұйрықтар, кірпілер, құндыздар, хомяктар, ондатралар, нутриалар және т.б. бейнеленген жаңа буындар қарқынды түрде тартылған. Өкінішке орай, қаңғыбас иттер ормандардың қарапайым тұрғындарына айналды. Қазақстанның Семей өңірінде құтырық індетіне шалдыққан қаңғыбас иттер мен мысықтардың саны жыл санап артып келеді. 2009-2017 жылдар аралығында 177 қолайсыз пункттер тіркелді, оның ішінде: ауыл шаруашылық жануарлар - 125 (70,6%), үй жануарлары - 33 (18,6%), жабайы жыртқыштар-19 (10,7%) [65, 66, 67]. 
Санитариялық-эпидемиологиялық сараптама және мониторинг ғылыми-практикалық орталығының жүргізген талдауы бойынша, Қазақстанда соңғы жылдары халық арасында құтырық бойынша эпидемиялық жағдай қиындаған.
2015-2020 жылдар аралығында 23 адам гидрофобиямен ауырған, оның ішінде 14 жағдай (60,9%) Түркістан облысында тіркелді. Алматы, Нұр-Сұлтан қалаларында, Ақмола, Ақтөбе, Шығыс Қазақстан, Жамбыл, Қарағанды, Қостанай, Павлодар облыстарында 1 жағдайдан тіркелген. Гидрофобиямен сырқаттанған 23 адамның 1-еуін қасқыр, 2-еуін түлкі, 1-еуін шиебөрі, 2-еуін мысық тістесе, 17-сін ит, соның ішінде қаңғыбас иттер 8-ін, қалған 9-ын өз үйіндегі иттері қапқан. Қайтыс болған адамдардың тек 4-еуі (17,4%) медициналық көмекке жүгінген. Олар антирабикалық вакцина (3-5 екпе) алған, бірақ профилактикалық екпелер науқастарды аурудан сақтап қала алмады [68].
А.К. Гражданов және басқа зерттеушілер Батыс Қазақстан облысында құтырық індеті ошақтарының таралуын талдай отырып, індеттің үш түрін: табиғи, синантропты және аралас деп ажыратуға болатындығын атап өтті. Синантропиялық ошақтарға қаңғыбас жануарлар популяциясының тығыздығына байланысты вирустың сақталуы тән, табиғи - жабайы жыртқыш жануарлардың (әсіресе түлкілердің) көп болуына байланысты. Инфекцияның аралас ошақтарында вирустың таралуы қаңғыбас жануарлардың да, жабайы жануарлардың да қатысуымен жүретінін белгіледі [69]. 
Қазақстан Республикасы аумағында 2011 жылы – 45, 2012 жылы – 48, 2013 жылы -55, 2014 жылы – 43, 2015 жылы – 46 қолайсыз аймақ  [70] және 2016 жылы – 0, 2017 жылы – 41, 2018 жылы – 3, 2019 жылы - 0, 2020 жылы -1, 2021 жылы - 1 қолайсыз аймақ анықталған. Құтырықтың жаппай таралуы  2017 жылы ақпан-мамыр айларында, 2018 жылы - қаңтар, ақпан, желтоқсан, 2019 жылы қаңтар-наурыз айларында, 2020 жылы ақпан – наурыз айларында және 2021 жылы сәуір айында байқалды, яғни құтырық вирусының табиғи тасымалдаушысы болып жабайы жыртқыштар екені айқындалды. Тіркелген барлық қолайсыз аймақтардың 38% батыс өңірде анықталған, орталық өңірде - 8%. Батыс және шығыс аймақтарда құтырық жабайы етқоректілерден жұққан, оның ішінде ауылшаруашылық жануарлары да бар. Түріне қарай қолайсыз пункттердің ең көп тіркелуі – ІҚМ, жылқы, түйе, үй жануарлары, жабайы ет қоректілер арасында құтырыққа шалдығу жағдайлары кездескен. Жабайы етқоректілер арасында ең көп қолайсыз аймақтар Батыс Қазақстан, Алматы, Шығыс Қазақстан облыстарында тіркелген. Жамбыл, Батыс Қазақстан, Түркістан облысында үй жануарларының арасында кездескен. Ірі қара малдың ішінде ең көбі Шығыс Қазақстан, Батыс Қазақстан, Алматы облыстарында байқалған. Қазақстан Республикасында жүргізіліп жатқан 2011-2021 жылдар арасындағы эпизоотияға қарсы іс-шараларды талдау көрсеткендей, құтырық жыл сайын тіркеліп отыр. Осы кезеңде індет әртүрлі жануарлар түрлерінің арасында кездесті, көбінесе ірі қарада -124, иттер - 80 және жабайы жыртқыштар арасында – 54, ұсақ мал - 16, жылқы - 6, түйе - 4 және мысықтар - 7 тіркелді [71, 72]. 
Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы (ДДҰ) мәліметі бойынша, құтырықпен күрес жөніндегі (ARC) қайырымдылық ұйымы мен Індетпен күрес және алдын алу орталықтары (CDC) (Атланта, АҚШ) ұсынысымен жыл сайын, әйгілі француз ғалымы - Луи Пастердің қайтыс болған күні 28 қыркүйек «Дүниежүзілік құтырық індетімен күресу күні» деп бекітілген.  Бүкіләлемдік құтырық індетіне қарсы күресу күні, адамдар мен жануарлар құтырығының зардаптары туралы, сондай-ақ оның қауіпті қауымдастықтарда алдын алуға және ақпарат пен кеңестер беруге, құтырық індетіне қарсы күш-жігерді жандандыруды насихаттауға бағытталған [73].

0. Құтырық вирусының морфологиялық сипаттамасы 
Құтырық індеті - Д.Балтимор дерегі бойынша Mononegavirales V тобынан, қоздырушысы Lyssavirus тұқымдасы, Rhabdoviridae туысына жататын, бір тізбекті РНҚ бар, RABV құтырық вирусынан туындаған. [74]. 
Lyssavirus тұқымдасына классикалық құтырық вирусы және 13 басқа генотиптер кіреді, олардың көпшілігі жарқанаттардан оқшауланған. Аталған генотиптер негізгі 4 филогенетикалық топқа бөлінеді: [75, 76].  
I-филогенетикалық топқа - құтырық вирусы (RABV сүтқоректілер мен қан сорғыш жарқанаттардан оқшауланған [75], Оңтүстік Африка мен Зимбабведе жарқанаттардан бөлінген Duvenhage вирусы (DUVV), Еуропада, соның ішінде Ресей Федерациясының еуропалық бөлігінде жарқанаттан оқшауланған 1-ші (EBLV-1) және 2-ші (EBLV-2) типтегі лиссавирустары [77, 78], бұл вирус жұқтырған адамдардан оқшауланған австралиялық жарқанаттардың (ABLV) эмерджентті вирусы, Германияда жарқанаттан оқшауланған Bokeloh bat lyssavirus (BBLV) вирусы [77], Орталық Азияда оқшауланған Khujand (KHUV) және Aravan (ARAV) вирустары және Шығыс Сібірде тараған Irkut лиссавирусы (IRKV) [78] кіреді.
II-филогенетикалық топқа - Орталық және Оңтүстік Африкадағы жарқанаттар мен етқоректілерден оқшауланған Lagos bat lyssavirus – (LBV) вирустары, Оңтүстік Африкада тышқандар мен етқоректілерден оқшауланған Mokola lyssavirus (MOKV) [79] және Кенияда табылған Shimoni bat lyssavirus (SHIBV) кіреді [80].
Осы екі филогенетикалық топтың ішінде айтарлықтай кросс-серологиялық бейтараптандыру және филогруппалар арасындағы өте шектеулі бейтараптандыру байқалады.
III-филогенетикалық топқа - Батыс кавказдық жарқанат вирусы (West Caucasian bat lyssavirus, WCBV).
IV-филогенетикалық топқа – Шығыс Африкадағы Танзанияда африкандық циветтадан бөлінген Ikoma (IKOV) лиссавирусы.
Испанияда жаңадан табылған Lleida вирусы (LBV) соңғы филогенетикалық топқа жатады деген болжам бар [81]. Бұл вирус геномның толық нуклеотидтік тізбегінің болмауына байланысты филогенетикалық топқа енгізілмеген. Mononegavirales тобының қазіргі таксономиясы (Сурет 1).
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Mononegavirales тобы

Құтырық - бұл Lyssaviruses тұқымының 14 анықталған вирустарының алғаш зерттелген және сипатталған бөлігі [83]. Қоздырушысы Lyssavirus тұқымдасы, құтырық вирусының вириондары оқ тәрізді пішінге ие, диаметрі ≈ 75 нм (60-110 нм) және ұзындығы ≈180 нм (130-250 нм). Вирустық бөлшектердің сыртқы бетінде ұзындығы 10 нм болатын, екі қабатты липидті мембранаға бекітілген шоқтары бар [84]. 
Барлық вириондардың молекулалық массасы 300-1000×106, тұндыру коэффициенті 550-1000 S. Құтырық вириондарда 3-4% РНҚ, 64-67% ақуыз, 20-26% липидтер және 3-10% көмірсулар бар. In vitro және in vivo жүйелерінде құтырық вирусы бөлшектердің екі түрін қалыптастыру қабілетіне ие: жетілген толық вириондар – B (ағыл. Bullet – «оқ») және ақаулы интерференциялаушы бөлшектер (АИ) – T (ағыл. Trunk – «өзек») [85]. АИ жұқпалы емес, өлшемі 60–80 нм, құрамында толық вирустық геномның бір бөлігі ғана болады және олардың көбеюі толық вирион болған жағдайда ғана мүмкін болады [86]. В бөлшектерімен интерференция әдетте вирустық РНҚ репликация сатысында болады [87].
ҚВ (Құтырық вирионы) геномы (құтырық вирус) ұзындығы шамамен 12 000 нуклеотидті сегменттелмеген, бір жақты спиральды РНҚ (рибонуклеин қышқылы) болып табылады. Молекулалық массасы 3,5-4,6×106, барлық лиссавирустар сияқты теріс полярлыққа ие және мРНҚ синтездеу үшін қажетті РНҚ-ға тәуелді, РНҚ полимеразасымен ұсынылған [88, 89, 90]. Вириондық РНҚ тұндыру константасы 40-45 S құрайды, өзгермелі тығыздығы 1,59-1,66 г/см3. Құтырық вирусының РНҚсы 5 негізгі құрылымдық ақуызды кодтайды: нуклеопротеин (N-ақуыз), фосфопротеин (P-ақуыз), матрицалық ақуыз (M-ақуыз), гликопротеин (G-ақуыз). Алғашқы екі ақуыз вирустық қабықтың бөлігі болып табылады, қалғандары нуклеокапсидті құрайды. L және P нуклеокапсидінің ақуыздары да транскриптазаның құрамдас бөлігі болып табылады [91]. Вирустық РНҚ нуклеопротеинмен қатар РНП (рибонуклеопротеин) болып табылады. Сонымен қатар, екі басқа протеин, L-белок және P-ақуызы РНП-мен тығыз байланысты. Бұл ақуыздар мен байланыстырылған РНҚ вирустың транскрипциясын және репликациясын бақылайтын белсенді РНК кешенін құрайды. М-ақуыз және G-ақуыз вирионның сыртқы қабығын құрайды (Сурет 2).

[image: ]

Cурет 2 – Құтырық вирусының вирионының сызба нұсқалық көрінісі  (Karl-Klaus Conzelmann, Rabies, 2000 Germany). Ескерту: G – гликопротеин, M – матрикстік ақуыз, N – нуклеопротеид, P – фосфопротеин, 
L – РНК тәуелді РНП полимераза.
Нуклеопротеин (N-ақуыз) – 450 аминқышқылдарынан тұратын топтық спецификалық басым антиген [92], жасушалық иммунитетті қалыптастыруда үлкен рөл атқарады және преципитациялаушы және комплементтерді бекітетін антиденелерді өндіруге жауапты [93]. Антигендік N-детерминанттар әртүрлі вирустық изоляттарда жоғары деңгейде сақталады және осыған байланысты олар арнайы иммуноглобулиндерді детекциялай отырып, құтырық инфекциясын иммунохимиялық анықтау үшін нысана ретінде пайдаланылуы мүмкін [94]. N ақуызы РНҚ-ға тікелей байланысты; оның функцияларының бірі - РНҚ-ның жасушалық РНҚ-ға тұрақтылығын қамтамасыз ететін рибонуклеопротеиннің түзілуі [95].
Тағы екі ақуыз нуклеокапсидпен тығыз байланысты: L (ағыл. large – «үлкен») және NS (ағылш. non structural — «құрылымдық емес»), олар транскриптазаның құрамдас бөліктері болып табылады және бірге полимераза қызметін атқарады. L ақуызы (массасы 190 кДа болатын ірі нуклеокапсидті ақуыз) РНҚ синтезінің басталуын қамтамасыз етеді, NS ақуызы (массасы 40-50 кДа болатын үшінші нуклеокапсидті ақуыз), бұрын құрылымдық емес деп саналған, олардың элонгациясы [96].
Гликопротеин (G-ақуыз) – 505 аминқышқылдарынан тұратын суперкапсидтің құрамына кіретін құрылымдық жағынан диаметрі 4,5-5,5 нм және ұзындығы 2 нм болатын колба тәрізді ақуыз. Молекуланың ақуыз бөлігінің сапалық құрамы вирустың вируленттілігін анықтайды. Оның молекулалық массасы 65 кДа құрайды [97]. G-ақуыз сезімтал жасушалардың бетіндегі адсорбция процестерінде шешуші рөл атқарады [98], сонымен қатар вирустың адгезиясын блоктайтын вирусты бейтараптандыратын антиденелердің түзілуін индукциялайтын қорғаныс антигенін тудырады. Сондай-ақ оның гемагглютинациялық қасиеттері туралы мәліметтер де бар [99]. G-ақуыз сезімтал жасушалардың бетіндегі адсорбциялық процестерде шешуші рөл атқарады [100], сонымен қатар вирустың адгезиясын блоктайтын вирусты бейтараптандыратын антиденелердің түзілуін индукциялайтын қорғаныс антигенін тудырады.
Матрикстік ақуыз (М-ақуыз) 202 аминқышқылдарынан тұрады, молекулалық массасы 29 кДа гликозилденбеген мембраналық ақуыз-вирион суперкапсидінің ішкі қабатының құрамына кіреді, оны өзекпен байланыстырады [101]. Оның негізгі функциялары рибонуклеопротеин буындарын спиральді симметриямен цилиндрге біріктіру, сондай-ақ вирус жұқтырған жасушада вирус морфогенезінің соңғы сатысының аяқталуын қамтамасыз ету болып табылады [102]. 
Фосфопротеин (P-ақуыз) 297 аминқышқылдарынан тұратын белгілі бір аймақтар арқылы N және L ақуыздарымен байланыстыра отырып, вирустық геномның транскрипциясы мен репликация процестерінде L-полимеразаның кофакторы рөлін атқарады [103, 104]. Бұл орталық жүйке жүйесіне құтырық вирусының аксондық тасымалын қамтамасыз ететін фосфопротеин екендігі туралы деректер бар [105, 106], бірақ бұл тасымалдаудың нақты молекулалық механизмі әлі зерттелген жоқ. P ақуыз интерферон антагонисті ретінде әрекет ете алады, осылайша жұқтырған жануардың иммундық реакциясын төмендетеді [106].
L-ақуыз полимераза кешенінің каталитикалық құрамдас бөлігі бола отырып, вирустық РНҚ транскрипциясы мен вирустық геномның репликациясына қатысатын ферментативті реакциялардың негізгі бөлігіне жауап береді [107, 108]. L-ақуыз инфекцияланған жасушаның цитоплазмасына енгеннен кейін геномдық РНҚ-ның бастапқы транскрипциясын іске қосу арқылы инфекциялық процесті бастайды [109].
Зерттелген барлық рабдовирустардың құрамында кемінде бір N ақуызы және екі-үш P-фосфопротеин бар, сондықтан вирустық репликация процесінде оның рөліне байланысты нуклеопротеинге ең үлкен диагностикалық мән беріледі. Препарат түрінде өндірілген құтырық нуклеопротеидтері вирусты бейтараптандыратын антиденелердің түзілуіне ықпал етпейді, соған қарамастан олар қорғаныш иммунитеттің қалыптасуына қатысады [110]. Кейбір мәліметтерге сәйкес, иммундық қорғанысқа жануарларды тек вирустың нуклеопротеинімен иммундау арқылы қол жеткізуге болады [111]. Сонымен қатар, қазіргі уақытта диагностикалық мақсаттар үшін нуклеопротеинге тән иммуноглобулиндерді қолдану мәселесі өте өзекті. 
Атап айтқанда, антирабиялық вакциналарда нуклеопротеин мен рибонуклеопротеинді индикациялауға негізделген иммуноферменттік тест-жүйесінің дамуы туралы мәліметтер бар [112]. Құтырық антигенінің индикациясына негізделген препараттар жасау және жетілдіру кезінде құтырық вирусының жеке белоктық құрылымдарының морфологиялық қасиеттерін ескеру қажет [113,114].
Құтырық вирусының төзімділігі. Құтырық вирусының физикалық әсерлерге төзімділігі, химиялық және биологиялық факторлар құтырық вирусы шіруге және ыдырауға төзімді, сонымен қатар төмен температурада жақсы сақталады. Сонымен, ми тінінде вирус 4° C температурада минус 20-40°C бірнеше ай бойы, бірнеше жылдар бойы сақталуы мүмкін. Мұздатылған кептірілген құтырық вирусы 3-4 жыл сақталады. Құтырық вирусын 50°С-қа дейін қыздыру 1-1,5 сағат ішінде, 60°С-қа дейін 5-10 минут ішінде, ал 80-100°С-қа дейін қыздырғанда – вирус бірден инактивацияланады. Тікелей күн сәулесі құтырық вирусы үшін зиянды. Ультракүлгін сәулелердің әсері вирусты 5-10 минут ішінде өлтіреді. Құтырық вирусы сілтілерге, формалинге және қышқылдарға төзімді емес [115].
Құтырық қоздырушысының екі түрі бар:
· далалық (жабайы) құтырық вирусы – табиғатта жануарларда таралатын адамдар үшін патогенді. Ұзақ инкубация кезеңімен індетті тудырады, әдетте жұқтырған жасушалардың цитоплазмасында ерекше денелерді құрайды. Далалық құтырық вирусы өте қауіпті, ол түлкі, қасқыр, ит, мысық, жарқанат, әртүрлі кеміргіштер, жылқылар, ұсақ және ірі қара малдарды зақымдайды.
· бекітілген құтырық вирусы (virus fixe) - Л.Пастер жабайы вирусты қояндардың миына бірнеше рет пассаждау арқылы алған. Бекітілген құтырық вирусы сілекеймен бөлінбейді және қабу арқылы берілмейді, зертхана жағдайында зерттеледі [116].

1.3 Құтырық вирусының штамдары
Пастер штаммы – 1882 жылы құтырықтан өлген сиырдың миынан бөліп алған құтырық вирусы. Қояндарға интерацеребральды 50 рет пассаждау арқылы бекітілген қасиетке ие болды. Церебральды 90 пассаждау құтырыққа қарсы алғашқы вакцинаны жасау үшін пайдаланды, ол 9 жасар Джозеф Мейстердің өмірін сақтап қалды. Құтырық вирусының Париждік «Пастер» штаммы әлі күнге дейін дүние жүзінде кеңінен қолданылып келеді. Құтырық вирусының PV және PM штаммдары Пастер бекітілген штамының туындылары болып табылады.
 Москва штаммы – қояндарда 3500 церебральді пассаждаудан кейін құтырық вирусының «Пастер» штамынан алынған.
 Овечий – ВГНКИ штаммы – Пастер штамының бір нұсқасы болып табылады. «Москва» штамынан құтырық вирусының «Овечий – ВГНКИ» штаммы қойдың миына 80 рет пассаждау арқылы бейімделген. Қойдың, қоянның, күзеннің, тышқанның ми тінінде қарқынды түрде көбейтілген. Барлық ауылшаруашылық жануарларына мысық, ит, қояндарда миға енгізгенде паралитикалық құтырықтың типтік көрінісін тудырады. 
Щелково-51 штаммы - Овечий-ВГНКИ штамының трансплантацияланған ВНК-21 жасушаларына бейімделуінің арқасында алынды, ол миға енгізілгенде қой және зертханалық жануарлар үшін вирулентті. Овечий-ВГНКИ штамына бекітілген, құтырық вирусының келесі штаммдары алынды: 
71 БелНИИЭВ-ВГНК, РБ-71, О-73, Уз-ВГНКИ, Краснопресненский-85  және басқалар. Құтырық вирусының аталған штамдары әртүрлі жасушалық өсінділерге бейімделген.
RB-71 штаммы (RV-97, VIRAB-2001) тышқандарға, теңіз шошқаларына, қояндарға, қойларға церебральды және бұлшықет ішілік енгізгенде, сондай-ақ теңіз шошқаларына тері астына енгізгенде вирулентті.
CVS (challenge virus standart) – құтырыққа қарсы коммерциялық қол жетімді вакциналардың иммуногенділігін бағалау үшін қолданылатын стандартты штамм. Шығу тегі бойынша бұл штамм бекітілген құтырық вирусының Пастер штамының туындысы болып табылады.
Flury LEP штаммы - АҚШ-та құтырықтан аурып қайтыс болған Флюри есімді қыздың миынан оқшауланған. Штамм бір күндік балапандардың миы арқылы 130 рет және дамып келе жатқан тауық эмбриондарында 40-50 рет пссаждалған. Штамм иттер мен қояндар үшін тері астына енгізгенде патогенді, тышқандар, теңіз шошқалары және сириялық аламандар үшін тері астына және бұлшықетішілік енгізгенде әлсіз патогенді, ал барлық зертханалық жануарлар үшін ми ішіне енгізгенде жоғары патогенді.
Flury HEP штаммы - Flury LEP штамының туындысы болып табылады және балапан эмбриондарында қосымша 180 пассаждаудан өтті. Сонымен бірге ми ішіне енгізген тышқандар үшін патогенділігін жоғалтты, бірақ оны 3-8 күндік тышқандар үшін патогенділікті сақтап қалды. Бұлшықетішілік және тері астына енгізгенде барлық зертханалық жануарлар үшін патогенді.
KeLev штаммы - құтырған иттің миынан бөлініп алынған. Ол тышқанның миы арқылы 4 пассаждан және тауық эмбриондарынан 100-ден астам пассаждаудан өтті және 10-14 күндік тышқандар үшін патогенділігін сақтай отырып, 70 рет пассаждау деңгейінде бұлшықетішілік немесе ми ішіне енгізгенде ересек қояндар, тышқандар, аламандар және иттер үшін іс жүзінде өзінің патогенділігін жоғалтты.
V-319 штаммы - Мексикада жарқанаттың сілекей безінен бөлініп алынды, тышқандардың миына бекітіліп, жарғанат эмбриондық фибробласт жасушаларының өсіндісіне бейімделді. Штамм клондау әдісімен ВНК-21 жасуша өсіндісіне бейімделіп, TC-80 (ВНИИВВиМ, Г.А. Сафонов) деп аталды. ВНК-21 жасуша өсіндісінде 60 рет пассаждаудан өту деңгейінде вирустың ЦПӘ көбейетіні, инфекциялық белсенділігі 6,5 - 7,0 lgMLD50/см3 жинақталатыны, интрацеребральды енгізгенде қойлар үшін авирулентті, ал бұлшықетішілік енгізгенде вирулентті болатыны көрсетілген.  Бұзауларға, иттер мен мысықтарға арналған. Өсірілген вирусы бар сұйықтықты бұлшықетішілік енгізу жануарларда құтырыққа қарсы вирусты бейтараптандыратын антиденелердің түзілуін тудырады.
SAD штаммы (Stat Alabama Dufftring) - АҚШ-та құтырған иттен бөлініп алынды, тышқандардың миы арқылы 130 рет пассаждалып және сириялық аламанның бүйрегі (BHK-21) жасуша өсіндісінде 25 ауыспалы пассаждаудан өтті.
SAD-Bern штаммы - Швейцариядағы BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының SAD штамынан алынды. Штамм кеміргіштердің кейбір түрлері үшін, сондай-ақ приматтар үшін патогенді болып табылады.
SAD-B19 штаммы - Германияда алынған SAD штамынан шыққан. Штамм тышқандар мен егеуқұйрықтар үшін ми ішіне, бұлшықетішілік және пероральді енгізу кезінде патогенді болып табылады. Бұл иммуносупрессантпен бір мезгілде тағайындалғанда мысықтарда, сондай-ақ иттерде патогенді емес. Жоғары дозада ішке қабылдағанда шимпанзелерде ауру тудырмайды.
SAG1 және SAG2 штамдары - таңдалған моноклоналды антиденелерді пайдаланып SAD штамынан алынды. Штамм интрацеребральді, бұлшықетішілік немесе пероральді енгізуден кейін ересек тышқандар мен басқа жабайы кеміргіштер үшін патогенді болып табылады, бірақ интрацеребральды немесе пероральді енгізуден кейін жаңа туылған тышқандар үшін де патогенділігін сақтады.
Внуково-32 штаммы - сириялық аламанның бүйрегі мен тышқан миының жасуша өсінінде қалыпты (37°С) және моноқабатта 32 рет пассаждаудан өткен SAD штамының тіркелген вирусының нұсқасы болып табылады. Штамм етқоректі жануарларға (түлкілер, арктикалық түлкілер, иттер, мысықтар), жыртқыш құстар (еуразиялық пустельга) және кеміргіштер үшін он еселенген дозада ішке қабылдағанда апатогенді болды.
ERA (Evelyn-Rokitincky-Abelseth) штаммы - SAD тіркелген вирус штамынан, дамып келе жатқан балапан эмбриондарында 10 рет пассаждаудан және өсірілген шошқа мен жаңа туған шошқа бүйрек жасушаларында 30 рет пассаждаудан өткеннен кейін алынды. Штамм интрацеребральды, бұлшықетішіне және пероральді енгізу арқылы ересек тышқандар үшін патогенді болып табылады. Оральді енгізген кезде патогенділік көптеген басқа жануарлар түрлерінде байқалады: күзендер, кірпілер, егеуқұйрықтар, мускусты егеуқұйрықтар. Штамм сонымен қатар мұрын ішіне немесе энтеральды енгізгенде жаңа туған тышқандар үшін және бұлшықет ішіне енгізгенде мысықтар үшін патогенді болып табылады.
ERA G-333 штаммы - бастапқы ERA штамының (CDC, Атланта, АҚШ) гликопротеин эктодоменінің 333-позициясындағы аргининді глутамин қышқылымен ауыстыру арқылы кері генетика арқылы алынды. Жабайы жануарларды оральді вакцинациялау үшін қолданылады.
ERA-CB 20M құтыру вирусы штаммы - құтырыққа қарсы вакцина өндірісінде қолданылатын, ERA штамын BHK-21(C-13) үздіксіз өсетін жасуша өсіндісіне бейімдеу және клондау арқылы алынған әлсіретілген құтырық вирусы болып табылады. [117, 118, 119, 120]

1.4  Құтырық вирусын өсіруге арналған жасуша өсінділері
Жасушалар мен тіндерді вирусологиялық әдістерін тәжірибеге енгізу арқылы құтырықтан тазартылған және жоғары иммуногенді препараттар алуға болады [121, 122, 123].
Жасуша өсіндісінің, атап айтқанда ақ тышқанның нейробластомасының (N 18 клоны) құтырық вирусына сезімталдығы туралы алғашқы мәліметтер 1978 жылы [124] пайда болды, бұл тіндік жүйелер вирусты өсіру әдістерін зерттеуге түрткі болды [125, 126, 127, 128, 129]. Осы әдістер тобын вирусологиялық практикаға енгізу жоғары тазартылған иммуногендерді алуға мүмкіндік берді. Құтырық вирусына сезімталдық дәлелденді BHK-21 (С-13) сияқты (сириялық аламанның бүйрек жасушалары) жасуша өсіндісі [130], Nil-2 (хомяк жасушаларының сублиниясы), CER (тауық эмбриондарының жасушалары) [131], әлемдік тәжірибеде вакциналарды өндіруде MRC 5 (адамның өкпе жасушалары) [132], HEL (адам эмбрионының жасушалары), IKLL-2 (жасуша резусының жасушалары) [133], сонымен қатар құтырық вирусын анықтау үшін гассердің егеуқұйрық түйінінің (НГУК-1) үздіксіз өсетін жасуша өсіндісін қолдану мүмкіндігі анықталды [134].
Алайда бастапқы трипсинделген жасушаларды алу - үлкен ауқымды вакцина өндірісі үшін өте қиын және тиімсіз процесс, бүйрек ұлпасының көзі ретінде көптеген жануарлардың тұрақты болуын талап етеді. Бастапқы өсінділердің, әртүрлі вирустар мен микроағзалардың эндогендік ластану қауіпіне ұшырауы стандартты еместігімен ерекшеленеді. Содан кейін құтырық індетінің вирусы Wi-38, MRC-5, ВНК-21, NIL-2, МДВК және т.б. алмастырылатын және диплоидті жасуша өсіндерінде өсірілді [135, 136, 137, 138, 139].
Өнеркәсіп саласында биопрепараттардың тиімділігін арттырудың бірі - вирустар мен қоздырушылардың патогенін өсіруге арналған жасуша өсіндісінің жүйесін таңдап алу, практикалық міндеттерді шешуге мүмкіндік береді [140].
Құтырық вирусын көбейту үшін, алғаш рет иттің, шошқа, сириялық аламанның, 2-3 күндік қояндардың және т.б. трипсинделген бүйрек жасушалары қолданылды [141].
Вирустық вакцина өндірісіндегі субстрат ретінде тұрақты жасуша өсіндерін пайдалану бірнеше артықшылыққа ие: олар күрделі өсіру шарттарын талап етпейді, оларды өсіру өнеркәсіптік өндірісте кеңейтілуі мүмкін. Жасуша сипаттамалары тұрақты, егер ластаушы заттар бар болса, анықталады және зерттеледі, матраста өсірілген жасушалары әр түрлі деңгейдегі өтпелі кезеңде сақталуы мүмкін [142, 143, 144]. Жасуша өсінділері ұзақ уақыт бойы минус 75-196°C температурада өмір сүре алады, бұл үздіксіз вакцина өндірісін қамтамасыз ететін кез-келген мөлшерде жасушалар қорын жасауға мүмкіндік береді [145].
М.Н. Гусева және оның әріптестері (2001 ж.) құтырық вирусын көбейту үшін тышқанның ми ісігінен алынған нейробластоманың (MNL) жасушалық өсіндісін пайдаланды, 120 сағаттан кейін жұқпалы белсенділік 7.0 lg MLD50/см3 [146].
Вирустың көбеюіне бірқатар факторлар әсер етеді: қоректік орта құрамы, өсіп келе жатқан жасушалар, өсіндінің жасы, жасушалардың физиологиялық жағдайы, өсіру температурасы және т.б. [147].
Авторлар рН ортасының мәнін вирустың цитопатикалық әсердің көріну уақытына әсер ететіндігін дәлелдеді. Құтырық вирусының көптеген штаммдарына әсер ететін қышқылдық ортаның оңтайлы деңгейі рН 7,4-7,6 құрайды [148, 149, 150].
Құтырық вирусының CVS-11 штамын моноқабатта өсіру және жасуша өсіндісінің суспензиясын өсірудің оңтайлы параметрлері жасалды, суспензия өсіндісінде құтырық вирусының максималды жинақталуы 48 сағатта, ал моноқабатта - 72 сағатта болатындығы анықталды [151].
Вирустың көбеюі жасушалық – вирус қолданылатын өсіндінің метаболиттік қажеттіліктерін қамтамасыз ететін сүйемелдеу ортасының химиялық құрамына байланысты болады [152, 153] .
Қоректік орта құрамында су, бейорганикалық тұздар, төмен молекулалы заттар, қан сарысуы және сероздық компоненттер бар. Бейорганикалық тұздар қажетті осмотикалық қысымды, иондық балансты және белгілі бір рН ортаны буферлік сыйымдылықты құрайды. Төмен молекулалық заттар, әдетте, глюкозаны қамтиды - энергия көзі, аминқышқылдар және витаминдер сияқты жиі қолданылатын компоненттердің бірі. Компоненттер құрамын таңдау өсіндідегі жасушалардың метаболизмінің сипаттамаларын және олардың өзара әрекеттесуін ескере отырып жасалады [154].
Өсінділеу үшін импортталған қоректік ортаны: гидролизделген лактальбуминді, Игла ортасын, 199 және т.б., сондай-ақ ішкі қоректік ортаны гидролизденген бұлшықет белоктарын (FGM) қолданды. FGM сарысу ортасындағы құрамы 0,2-0,3% әртүрлі өсіру әдістерімен жасушалардың өте жақсы жиналуын қамтамасыз ете алады. FGM көптеген вирустарды (тесен ауруы, шошқа обасы, ауески ауруы, шошқаларда өтетін гастроэнтерит, парагрипп, аусыл ауруы, жұқпалы ринотрахеит, құтырық) өсіру үшін қолданылған. Антигендік және иммуногенді әрекеттер үшін FGM ортасында өсірілген вирустар қажетті талаптарға сай болып шыққан [155].
Құтырық вирусын өсіруге ВНК-21/13 жасуша өсіндісін роллерлі әдіспен моноқабатты культура алу үшін Щелково – 51 штамын Игла 60%, 199 30% қоректік орталарын қосу арқылы пайдаланылған. Роллерлі әдіспен BHK-21 /13 моноқабатты үздіксіз өсетін жасуша өсіндісінде шығарылатын құтырық вирусы  2-106,0-5-107,0 LD50/см3 жұқпалы белсенділікке ие болды, және одан шығарылған лиофилденген препарат иммуногенді белсенділігі 1,55 – 1,73 ХБ құраған. Вирустың инфекциялық жұқпалы белсенділігі 48 сағат өткеннен кейін 6,2 - 6,8 lg LD50/см3, 72 сағаттан кейін - 7,12 - 7,71 lg LD50/см3, 96 сағаттан кейін - 7,2 - 9,05 lg LD50/см3, 120 сағаттық вирус титрі 6,8 - 8,25 lg LD50/см3 болды [156]. 
Т.А. Аксенов және басқалар (1991) жасыл маймылдың трансплантталған жасушалар желісінде құтырық вирусы Внуково-32 штамын өсіру үшін Эрла ерітіндісінде 0,5% лактальбумин гидролизатын қосу арқылы 199 қоректік ортаны пайдаланды, вирус стационарлық және роллерлі моноқабатта өсірілді. Вирустың жинақталуы 6-7 тәулікте 7,0 - 8,0 lg LD50/см3 жоғарғы деңгейге жеткен [157].
Жасуша өсінділерін түрлі әдістермен өсіруде ВНК-21 (С-13) линиясы кең қолданысқа ие. Вакцина өндіруде жоғарғы белсенді вирусты материалды алу үшін роллерлі, классикалық суспензиялық, стационарлық жағдайда заманауи әдістермен ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде өсіру тиімді екені дәлелденді [158].

1.5  Құтырыққа қарсы қолданылатын вакциналар
Құтырық өте ерте заманнан, адамзаттың мәдени тарихи қалыптаса бастаған кезден белгілі. Ол туралы мәліметтер Вавилонның б.з.д. 2300 жылы жасалған заңдар жинағында кездеседі. Демокрит иттің құтырығын жан-жақты баяндаса, Аристотель әртүрлі жануарларға құтырықтың ит қапқанда жұғатындығын жазды [159].  
Құтырық індетінің зертханалық диагностикасының пайда болу тарихы екі ғасырдан асады – құтырған ит сілекейінің жұғымталдығын алғаш рет тәжірибе жүзінде 1804 жылы Францияда Цинке дәлелдеді. Оның отандасы Лион ветеринария мектебінің профессоры В. Гальте үй қоянына құтырық вирусын жұқтырып, қойды ауырған жануардың сілекейімен иммундеуге тырысты. Әлемдік радиологияның дамуына негіз болған құтырық қоздырушысының биологиялық қасиеттерін одан әрі зерттеуді Л.Пастер жалғастырған [160], ол сипаттаған әдістер құтырық індетін диагностикалаудың дәстүрлі әдістеріне түрткі болды. 
Луи Пастер алғаш рет 1885 жылы 6 шілдеде адамның иммундауына вакцинаны қолданғандығы құтырықтың алдын-алу кезеңінің нақты ашылуы деп қарастыруға болады. Вакциналық штамм ретінде көптеген, қайталау сынақтарын жүргізу арқылы қояндардың миына, ауруға шалдыққан сиырдан алынған қоздырғыш штамын қолдану барысында пассаждаған [161]. Пастер үй қоянының миына бірнеше рет пассаж өткізу арқылы індеттің қоздырушысын әлсіретіп, өзінің дүниежүзіне әйгілі вакцинасын алды. Ол әзірлеген антирабиялық вакцина өндіру әдістемесі негізінде сақталды, бірақ әлі де жетілдіріліп келеді [162]. Бастапқыда белгіленген құтырық вирусымен арнайы жұқтырылған жануарлардың миынан вакциналар дайындалды.
Бүгінгі күні эпизоотияға қарсы іс-шараларды жоспарлау мен жүргізудің табыстылығының, сондай-ақ құтырықты ұзақ мерзімді бақылау саясатын қалыптастырудың кепілі клиникалық диагноз қоюдан басқа, зертханалық диагностика әдістерімен лиссавирусты уақтылы индикациялау болып табылады. Құтырық қоздырушысының вирус екендігін 1903 жылы Ремленже мен Риффат-бей дәлелдеді [163]. Румын ғалымы В. Бабеш пен италяндық А. Негри кейіннен Бабеш-Негри денешігі деп аталып кеткен құтырыққа шалдыққан жануардың ми нейрондарының протоплазмасында болатын ерекше құрылымды ашты [164, 165]. Бүгінгі таңға дейін құтырықпен күрестің ең бір табысты түрі жоғары сапалы антирабиялық препараттарды қолдану болып табылады. 
Алғашқы құтырыққа қарсы вакциналар бекітілген құтырық вирусын жұқтырған ересек жануарлардың (қой, ешкі, қоян) миының 5% суспензиясынан дайындалды. Бұл препарат иммуногендігін 6 ай бойы сақтап қалды, вакцинаның қалдықты жұқпалы титрі 3,0-тен 4,0 lg LD50/0,03 мл-ге дейін жеткен. Ферми (1908), Семпл (1911), Умедо Дои (1916) типті вакциналар, оларда құтырық вирусын фенолмен ішінара немесе толық инактивацияланған, Хемпт (1925) және Келсер (1925) типті вакциналар эфир-фенолмен және сәйкесінше хлороформмен инактивацияланған. В.П. Назаров 1957 жылы Фермидің вакцинасына негізделіп лиофилизацияланған антирабиялық вакцина өндірді. Құрғақ антирабиялық вакцина гомогенделген, фенолмен өңделген, вирустық қой миының тінінен тұратын, желатин-сахароза қосылған қорғаныш ортасымен құрғақ күйде вакуум астында кептірілген түрде болды. Бастапқыда оның тиімділігін арттыру үшін қалдықты жұқпалы титрі бар вакцинаға басымдық берілді. Семпл вакцинасының құрамы 1% фенол қосылған қой мен ешкінің вирустық ми жасушаларының 8% суспензиясынан және изотониялық тұзды ерітіндіден тұрады. Дегенмен, осы вакциналарды қолдану, өз кезегінде, нейропаралитикалық поствакциналық асқынулардың көбеюіне əкелді [166, 167, 168].
Соңғы 100 жылда құтырыққа қарсы әртүрлі вакциналар әзірленді және жануарларда құтырықтың алдын алу немесе бақылау үшін модификацияланған тірі, инактивацияланған және ауызша (оральная) өзгертілген тірі вакциналар қолданылды. Бұл вакциналар бүкіл әлемде өзінің қауіпсіздігі мен тиімділігімен дәлелденді.Сондай ақ, құтырыққа қарсы жаңа заманауи вакциналар: рекомбинантты, векторлық, ДНҚ негізіндегі және өсімдік вакциналары күресудің шектеулерін еңсеру үшін зерттелді.
Модификацияланған тірі вакцина (MТВ) 
Вакциналардың қауіпсіздігін қамтамасыз ету үшін көптеген зерттеушілер вирусты әртүрлі жасушаларда сериялық пассаждау арқылы өзгертті. Бұл әдіс жұқпалы індетпен күресу үшін жойылған тірі вакциналарды әзірлеу тәсілдері зерттелді. 1970 жылдың аяғында ғалымдар Flury штамынан дайындалған аттенуацияланған тірі вакцинада тін қалдықтарынан туындаған жанама әсерлері болғандықтан, оның  орнына 1974 жылы Канададан әкелінген ERA (Evelyn-Rokitnicki-Abelseth) штамын қолдану тәсілін зерттеді[169].
Шошқаның бастапқы бүйрек жасушаларында көбейген ERA штаммы соңғы сұйылту әдісі арқылы үш рет клондалған. Клондалған ERA штамынан жануарларға қарсы вакцина 1980 жылдардың басында шығарыла бастады. Иттерді иммундау үшін шошқаның бастапқы бүйрек жасушаларынан алынған клондалған ERA штамынан әзірленген вакцинасы қолданыла бастады [170]. 
Балапан эмбрионында өсірілген Flury штамынан MТВ вакцинасы бірнеше Азия елдерінде өндіріліп, жануарларға енгізілді. Аламанның бүйрек жасушаларының көмегімен жасалған Street-Alabama-Dufferin (SAD) штаммы МТВ вакциналарын өндіру үшін пайдаланылды [171].
Құтырық вирусының белгілі бір штаммдарының дамып келе жатқан құстардың эмбриондарында сәтті түрде көбеюінен соң антирабиялық вакциналар өндірісінде жаңа кезең пайда болды. Тауық эмбрионының өсіндерінде өсірілген тірі аттенуацияланған Flury-LEP немесе Flury-HEP штаммдарынан дайындалған вакциналары кейбір жануарлар түрлеріне қауіпсіз болды [172].
Құтырыққа қарсы инактивацияланған вакцина
1945 -1959 жылдары құтырыққа қарсы екі түрлі инактивацияланған вакциналар шығарылды. Бірінші вакцинаның антигені қояндардың миы мен жұлынының RABV жұқтырған тіндерінен алынды және 0,8% фенолмен немесе 0,1% мертиолатпен 37°C температурада 3 және 5 күн бойы белсендірілді. Екінші антиген айналымда жүрген жабайы RABV жұқтырған бұзаулардың миы мен жұлынының ұлпаларынан алынды. Бүкіл әлемде құтырыққа қарсы инактивацияланған вакцина үшін RABV-ның келесі штаммдары қолданылған: CVS-11, Pittman-Moore-NIL2, Nishighara штамынан алынған RC-HL және Пастер вирусы [173].
Сондықтан құтырық вирусын инактивациялау үшін қосымша зерттеулер жүргізу қажет болды. Антирабиялық вакциналар өндірісінде түрлі қауіпсіз болып табылатын инактиванттар: фенол, эфир, формалин, этанол, бета пропиолактон, сынап препараттары, күміс иондары, қыша газы, ультракүлгін сәулелер, ультрадыбыстық, гамма-сәулелену қолданыс тапты [174, 175]. Инактивацияға фенолды пайдаланған кезде, оның дайын өнімдегі соңғы концентрациясы 0,25%-дан аспауы керек. Дегенмен, фенол маңызды кемшіліктерге ие болды: ол кумулятивтік қасиеттері бар протоплазмалық у болды [176]. Фенолдық вакцинаны мұздатуға және қорғаныш тұрақтандырғышсыз лиофилді кептіруге болмайды себебі оның антигендігі төмендейді [177].
Індеттің нақты алдын-алу үшін, ДДСҰ-ның мамандандырылған сараптау жөніндегі комитеті зиянсыз және жоғары иммуногенді болып табылатын инактивацияланған вакциналарын пайдалануды ұсынды («Рэдис ДДСҰ», 1994) [178].
Бүкілресейлік ветеринариялық вирусология және микробиология ғылыми – зерттеу институтында (ВНИВВиМ) ТС-80 штамынан инактивацияланған құтырыққа қарсы вакцина өндірісінің технологиясы әзірленді. Бұл штаммды өсіру үшін вирусқа қарсы антигеннің жоғары жиналуы арқылы құтырық вирусын көбейтуге мүмкіндік беретін вакцинаға ПС (почка сайги) жасуша өсіндісін қолданады. Инактивация үшін стропен қолданылды. Вакцина үй жануарларын және ферма түліктерін иммунизациялау үшін тиімді болды. Бір иммунизациядан кейін, вакцина жануарларға 14-21 күн ішінде, кемінде 1 жыл бойы үздіксіз иммунитет тудырып тұрады [179].
Щелково-51 штамынан инактивацияланған вакцина ұзақ уақыт бойы өндірілді. Вирус роллерлі - моноқабат арқылы ВНК- 21/13 жасуша өсіндісі жүйесінде өсірілді. Бета пропиолактон осы вакцина үшін инактивтілік ретінде пайдаланылды. Құтырық вирусының инактивациясының негізі - лактонның вирустық РНҚ-мен өзара әрекеттесуі болып табылады. Пропиолактон тұрақты өзгертілген өнімдерді қалыптастыру үшін гуанозин, аденозин және цитидиомамен жауап береді. [180].
Құтырық вирусының инактивациясын зерттеу барысында, 0,05% бета-пропиолактоиннің концентрациясы вирион морфологиясына айтарлықтай әсер етпейді және 0,2% концентрация оның вирусының протеин қабығымен өзара әрекеттесуіне әкеп соқтырады, бұл олардың формасы мен мөлшерін бұзумен қоса, вирус морфологиясының өзгеруіне әсер етеді. Вакцинаның әмбебап құрғақ культурасының инактивациясы орташа иммуногенділігі 1,77 ХБ/мл, сұйық «Рабиков» - 1,8 ХБ/мл, ал иттер мен мысықтарға арналған мамандандырылған препарат «Рабикан» - 2,11 ХБ/мл құрайды [181]. 
Ветеринариялық тәжірибеде, сондай-ақ инактивацияланған вакциналық штамм PB-97 қолданылды. Вирус BHK-21 (С-13) жасушаларының суспензиясында өсірілген. Вирустық суспензияға Феракрилді тұрақтандырғыш ретінде 0,7-1,0% концентрациясында енгізіп пайдаланылған [182].
Ішкі және шет елдік қоректік ортаны қолдана отырып, жапон бөденесі эмбриондарының жасуша өсіндісіне бейімделген құтырық вирусының KП-85 тіркелген штаммы негізінде концентрацияланған инактивті вакцина алынды. Көптеген авторлардың пікірінше, KП-85 штаммы жоғары иммуногенді, қауіпсіз, ұдайы өсуімен ерекшеленді. Иттерге (1-2 мл) көлемінде вакцина еккенде, құтырық вирусына төзімді иммунитетті тудыратыны анықталған [183].
Францияда тіркелген құтырық вирусқа қарсы вакцина жасалды ол адамның диплоидті жасушаларына (ДКЧ), содан кейін BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне бейімделді. Вирус пропиолактонның бета-инактивтілігіне негізделген. Зертханалық және ауыл шаруашылық жануарлардағы иммунитеттің пайда болуында вакцинаны тексеру 1,5-3 жылға созылғанын көрсетті [184].
Бразилияда PV (Пастер вирусы) штамынан майлы - эмульсиялы инактивацияланған вакцина дайындалған, ол BHK-21 (С-13) моноқабатты жасуша өсіндісінде өсірілген және бета пропиолактонмен (БПЛ) инактивацияланған. Вакцинациядан кейінгі қорғаныш антиденелердің титрі 1 жыл бойы сақталды [185].
Сонымен қатар, культуралды антирабаикалық (КАВ) және концентрацияланған вакциналарын өндіру технологиясы әзірленді. Олардың арасындағы айырмашылық тазалау дәрежесіне және бірлік көлеміндегі иммуногенді белсенділіктің бірлігіне байланысты. Штаммдарды өсіру (бекітілген және культура) сириялық аламанның бүйрегінің бастапқы клеткаларында (ПСХ) жүргізілді, вирус  ультракүлгін сәулелері мен формалинмен белсендірілді[186].
«Внуково-32» штамынан культуралды вакцина алынған. Вирус жасанды африкалық маймылдың бүйрегіндегі гетероплоидты жасушаларда тарату кейін вирус ультрафильтрация, иондық алмасу хроматографиясы, протамин сульфаты бар сорбция арқылы шоғырландырылды және тазартылды [187].
Ресейде құтырық вирусына қарсы «Рабипур» вакцинасы қолдануға рұқсат етілген. Вакцина тауық эмбрионындағы фибробласт культурасында құтырық вирусының жиналуымен, кейіннен пропиолактонмен инактивациялау және аймақтық центрифугалау, тазарту арқылы жасалды. Вакцинаның иммуногенді белсенділігі 2,5 ХБ құраған [188, 189].
ДДСҰ Сарапшылар Комитеті құтырыққа қарсы инактивацияланған вакциналар сапасына қатаң талаптар қойды. Вакцинаның және оның қызметінің қауіпсіздігіне көп көңіл бөлінді [190, 191]. 
Оральді тірі вакцина 
Құтырыққа қарсы оральді иммундау үшін 1969 жылы ERA штамының негізінде модификацияланған тірі вакцина SAD Berne штамынан алынды [192]. Оральді құтырыққа қарсы вакцина еркін тіршілік ететін жануарларға және тасымалдаушы ретінде жабайы жануарлар түрлеріне арналған. Дегенмен, SAD Berne штаммы жабайы жануарларда белгілі бір патогенділікке ие болды және жас түлкілерде ішінара иммундық реакцияны тудырды [193]. SAD штаммы Street-Alabama-Gif (SAG) 1 және SAG2 штаммдарымен ауыстырылды. SAG2 штаммы гликопротеинге қарсы моноклоналды антиденелерді пайдалана отырып, аргинин кодонының 333 қатарынан екі мутациясынан кейін алынды және бассүйек ішіне егілген тышқандарда ешқандай клиникалық белгілерді тудырмады [194]. SAG2 штамынан алынған вакцина Еуропалық дәрі-дәрмек агенттігінде тіркелген жалғыз ауызша вакцина болып табылады. Оральді иммундауға арналған басқа коммерциялық MТВ вакциналар ы: Lysvulpen, SAD B19 және SAMP 5/88. 
ERA штамынан алынған құтырық гликопротеин гені бар сиыр шешек вирусынан (Copenhagen штаммы) тұратын рекомбинантты гликопротеин (VRG). сиыр шешек жабайы вирусынан Copenhagen штаммы мутацияланған және тимидинкиназаны құтырық гликопротеинінің кДНҚ-ға ауыстыруына байланысты қосымша аттенуацияланған, бұл құтырыққа иммунитет тудырады. V-RG еліктіргіш (приманка) вакцинасы құрамы 150 мг тетрациклин бар, құтырық гликопротеин гені бар сиыр шешек рекомбинантты вирнусымен толықтырылған және жабайы жануарды еліктіретін парафинді балауыздан құралған пластикалық қаптамадан тұрады. V-RG еліктіргіш вакцинасы SAG2 немесе SAD B19-ды қоса 100% қорғаныс дозасының кемінде 10 еселенген мөлшеріне сәйкес келетін ең аз титрді қамтиды. Құрамында 108,0 TCD50/дозасы бар V-RG еліктіргіш вакцинасы жабайы RABV қарсы еноттар мен түлкілерді оральді вакцинациялау үшін ұсынылады. [195].
Құтырыққа қарсы жаңа заман вакциналары
Тірі әлсіретілген вакцина штаммдарының көпшілігі жабайы жануарларда құтырық тудыруы мүмкін, дегенмен індетке шалдығу аз. Кері генетика құтырыққа қарсы вакцина штаммдарының неғұрлым тұрақты нұсқаларын қамтамасыз ете алады және көптеген бөтен гендерді білдіретін гомологиялық вирустық векторларды жасай алады [196]. Құтырыққа қарсы тірі вакцинаның иммуногенділігін арттырудың бір жолы жоғары антидене деңгейін индукциялау үшін екі бірдей гликопротеин генін пайдалану болып табылады.
Енгізілген гонадотропин-рилизинг гормонын (GnRH) кодтау реттілігі бар рекомбинантты құтырыққа қарсы вакцина ұсынылды және мұндай вакцинамен иммунизацияланған тышқандар вирулентті RABV-мен күресу кезінде иммунизацияланған барлық тышқандарды қорғайтын GnRH-спецификалық антиденелер түзді. Рекомбинантты GnRH тасымалдаушы вирус жасушаларда 1 × 109 PFU/ml FFU/ml-ге жетті және жануарлардағы құтырық популяциясын бақылау мүмкіндігіне ие [197].
Рекомбинантты шешек вирусының векторлық вакциналары
1980 жылдардың ортасында SAD B19 штамын қолданатын МТВ Еуропадағы жабайы түлкілерді иммундау үшін еліктіргіш ретінде пайдаланылды. Дегенмен, вакцина штаммы кейбір жабайы жануарлардың қауіпсіздігіне елеулі алаңдаушылық тудырды. Рекомбинантты вакцина және құтырыққа қарсы вакцина бірнеше түрлерде оральді еліктіргіш үшін сәтті қолданылған. [198].
Рекомбинантты аденовирустық векторлық вакциналар
Рекомбинантты аденовирустардың артықшылықтары келесідей: олар В-жасушаларының және CD8+Т жасушаларының жоғары жауаптарын тудырады, үлгі ретінде тәжірибелік тышқандарға бір рет орташа тері астына немесе бұлшықет ішіне енгізу арқылы жақсы  иммунитет тудыруға қол жеткізеді. [199]. Сонымен қатар, E1 жойылған және қайталанатын 2 типті рекомбинантты ит аденовирусы жасалды, ол құтыру гликопротеинін көрсетеді, ол 2 типті ит аденовирус инфекциясының да, иттердегі құтырудың да алдын алды [200]. ERA гликопротеин гені бар AdHu5 векторынан, пластикалық көпіршіктен, балауыздан және тетрациклин гидрохлориді бар май негізіндегі матрицадан тұратын тірі рекомбинантты аденовирусты рекомбинантты оральді еліктіргіш вакцина Канадада әзірленді және таратылды [201].
ДНҚ негізіндегі құтырыққа қарсы вакциналар
Құтырыққа қарсы келесі заманауи вакциналарын жасаудың бір жолы гликопротеин генін кодтайтын ДНҚ негізіндегі вакцинаны немесе плазмидті пайдалану болып табылады. Жетілдірілген рекомбинантты ДНҚ технологиясы инфекциялық агенттерге қарсы көптеген ДНҚ вакциналарын жасауға мүмкіндік берді. Кең спектрлі иммундық жауапты тудыруға арналған ДНҚ негізіндегі вакциналар аналық антиденелердің қатысуымен әрекет ету,  жоғары тұрақтылық, жаппай өндіру және экономикалық тиімділік сияқты бірқатар артықшылықтарға ие. [202]. Көптеген зерттеулер ДНҚ негізіндегі құтырыққа қарсы вакциналардың әртүрлі параметрлерге, соның ішінде плазмидті дозаға және егу әдісіне негізделген RABV-спецификалық ВБА индукциялаудағы салыстырмалы тиімділігін көрсетті. [203]. 
Өсімдіктерден алынған құтырыққа қарсы оральді вакциналар
Зерттеушілер өндіріс процесін жеңілдете отырып, арзан бағамен рекомбинантты ақуыздарды кең көлемде өндіруге арналған жаңа жүйелерді ұсынды. Өсімдіктердегі бөгде антигендерді экспрессиялау үшін темекі мозаикалық вирусы мен қызанақ бұталы ергежейлі вирусын қолдану арқылы көптеген гендік-инженерлік вакциналар әзірленді [204]. Өсімдіктердегі бөгде антигендерді экспрессиялаудың ең озық әдістерінің бірі трансгенді өсімдіктерді жасау болып табылады. Өсімдіктің құтырық антигенін алу үшін құтырық гликопротеині геніндегі нативті сигналдық пептид Nicotiana tabacum патогенезімен байланысты ақуызға ауыстырылды. Өсімдікке қолайлы кодондарды алу үшін құтырық гликопротеинінің генін кодонды оңтайландыру қажет. Өсімдік тектес антигендер тышқандарға оральді немесе бұлшықет ішіне енгізгеннен кейін күшті шырышты және гуморальдық иммундық жауапты тудырды [205]. Құтырық гликопротеині темекі, қызанақ, шпинат, сәбіз және жүгері сияқты бірнеше өсімдіктерде кездеседі. Трансгендік өсімдіктерден алынған бұл антигендер тышқандарды инфекциядан қорғады.
Жануарларды иммундау миллиондаған адамдарды осы өлімге әкелетін аурудан құтқарды, ал Дүниежүзілік жануарлар денсаулығы ұйымы (ХЭБ) 2011 жылы иттерді вакцинациялау үшін аймақтық вакцина банктерінің тұжырымдамасын енгізді. Баламалы құтырыққа қарсы вакциналарды зерттеудің басты себебі - олардың арзандығы. Сондықтан құтырыққа қарсы жаңа вакциналарды жасау қажет, олар арзан және қауіпсіз, мүмкіндігінше бір реттік енгізуді қажет етеді [206].
Қазақстанда эпизоотология бөлімі мен ветеринариялық вирусология проблемалық зертханасының ғалымдары (1978) сәуірде К.Н. Бучнев., А.А. Росляков., Т.Ф. Омаров., И.Л. Квасов., Т.Б. Жангельдин., О.Т.Трабаев барлық жануарлар түрлерін иммундау үшін ГНКИ «Овечии» штамынан (5% суспензия) бекітілген тірі және инактивацияланған құтырыққа қарсы сұйық, тиімділігі жоғары «АЗВИ» вакцинасын жасап шығарды. Жануарлардың құтырығын зертханалық диагностикалаудың принципті жаңа РДП және ИФР әдістерін әзірлеп қолданысқа енгізді. Осы әдістерде қолданылатын диагностикалық антирабиялық иммуноглобулиндер әзірлеп және жиынтық ретінде бұрынғы КСРО және социалистік елдердің ветеринариялық тәжірибесінде кеңінен қолданылды. Осы вакцинаны жасаушы ғалымдар тобына КСРО Министрлер Кеңесінің лауреаттары жоғары атағы берілді [207].
Е.С. Жилин (2014) профилактикалық және диагностикалық препараттарды дайындау үшін құтырық-фикс вирусымен қойдың миынан лиофилденген МПТ-НИСХИ штамын үздіксіз BНK-21 жасуша өсіндісіне бейімдеу арқылы VRC-RZ2 құтырық вирусының модификацияланған штамын алды. Жабайы етқоректілер арасында осы індеттің алдын алу үшін құтырық вирусының VRC-RZ2 штамынан пероральді вакцина жасау технологиясын ұсынды. Алынған штамм биологиялық қауіпсіздік проблемалары ғылыми-зерттеу институтының (НИИПББ) микроағзалар коллекциясына №7-04/Д сақтауға қойылған [208]. 
Рожаев Б.Г. (2016) Щелкова-51 штамынан инактивацияланған, сұйық, лиофилизацияланған етқоректі жануарлардың құтырығына қарсы пероральді вакцина алу тәсілдерін әзірлеп және оның иммуногенді қасиеттерін зерттеп ұсынған [209].
Қазіргі уақытта Қазақстан Республикасында ветеринариялық препараттардың мемлекеттік реестрінде тіркеліп, ауыл шаруашылығы жануарлары ауруларының алдын алу, диагностикалау және емдеуге арналған биологиялық препараттар өндірісінің толық технологиялық циклі бар отандық кәсіпорындардың қолдануға ұсынылған вакциналары: ЖШС «ДиаВак-АБН ҒӨО», етқоректі жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық RABIVAK, Евразия Биотек ЖШС ұсынған ит, мысық, ІҚМ, ұсақ мал және жылқыларды құтырыққа қарсы иммундау үшін «Rabivac Vet»  вакцинасы (Brilliant Bio pharma, Private Limited, Үндістан), Ақмола облысының Степногорск қаласындағы ЖШС «BIOTRON» ауыл шаруашылығы және үй жануарларын құтырыққа қарсы профилактикалық және мәжбүрлі иммундауға арналған инактивацияланған сұйық «А'Rabic» өсінділік вакцинасы, Алматы облысында «Антиген ҒӨК» ЖШС жануарлардағы құтырыққа қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac» вакцинасы  ВП-1- 4083-19/30.09.2019. Жануарлардың құтырығына қарсы инактивацияланған вакцина (НИИПББ) бұлшықет ішіне енгізуге арналған суспензия үй және ауылшаруашылық жануарларының құтырық індетінің алдын алу ҚР БҒМ «Биологиялық қауіпсіздік мәселелері ғылыми-зерттеу институты» РМК, ҚР-ВП-1-4463-21 17.06.2021 ж. өндіреді [ 210].  
Қазақстанда халықаралық GMP стандарттарына сәйкес биологиялық препараттар өндіріс орталығы - ЖШС «Антиген» ғылыми өндірістік кәсіпорнында ғалымдар Батанова Ж.М.,  Ахметсадыков Н.Н., Хусаинов Д.М жоғарыда аталған иммуноглобулиндердің алу технологиясын (К.Н. Бучнев)  жетілдіріп, 2000 жылдан бастап қайта өндіріске енгізді. Қазіргі уақытта диагностикалық антирабиялық флуоресценциялық иммуноглобулин (ДАПИ) және ИФР диагностикалық антирабиялық флуоресценциялық иммуноглобулин (ДАФИ) Қазақстан Республикасының ветеринариялық зертханаларында және жақын шет мемлекеттерге жануарлар құтырығын балауға қолдануда [211]. 
Сондай ақ, хлықаралық GMP стандартына сәйкес CVS-11 штамынан әзірленген инактивацияланған вакцинасының технологиясы ұсынылды және белсенділігі 7,25-7,50 lg ТЦӘ50/см3 вирустық шикізатты алуға мүмкіндік беретін құтырық вирусын өсінділеудің оңтайлы параметрлері суспензиялық әдіс екендігі дәлелденді. Қауіпсіз препаратты қамтамасыз ететін инактивант димерэтиленимин (ДЭИ) 0,01% концентрациясы таңдалып, вирустың толық бұзылуы мен деграцитті процестері айқын көрінетіні белгілі болды. Димерэтиленимині (ДЭИ) бар вирустық суспензияны инактивациялаудың технологиялық кезеңі жасалып, инактиванттың соңғы концентрациясы - 0,03%, температура 22-24°C, инактивация уақыты - 24 сағат, оның антигендік қасиеттерін сақтай отырып, вирус жұқпалығын толық және қайтымсыз ажыратуды қамтамасыз етті. Жануарлардағы иммунитеттің ұдайы қалыптасуы вакцинациядан кейін 9 күннен кейін басталды [212].
Жануарлардың құтырық індетінің алдын алудың заманауи әдістеріне олардың құтырыққа қолайсыз аймақтарды қоса алғанда, инфекциялық жағдайды басқарудың ең тиімді әдісі ретінде құтырыққа қарсы профилактикалық вакцинацияны қолданумен бір мезгілде қатаң есепке алу кіреді.

1.6  Адъювант және оларды антирабиялық вакцинада қолдану
Вакцинацияның міндеті жұқпалы ауруларға қарсы жануарлар ағзасының иммуногенезге қорғаныс механизмдерін барынша тарту арқылы қарқынды және ұзақ мерзімді иммунитетті құру болып табылады, бұл көбінесе иммуногенездің спецификалық емес стимуляторлары – адъюванттарды таңдаумен және қолданумен байланысты. Көптеген вирустық вакциналар әлсіз иммундық реакцияларды тудыратындықтан, адъюванттарды қолдана бастады, олардың қосылуы осы кемшіліктерді әртүрлі дәрежеде түзетуге мүмкіндік берді [213].
Адъювант (adjuvant лат.– «көмекші, қолдаушы») — иммуногенмен бір мезгілде енгізгенде иммундық жауапты күшейту үшін қолданылатын қосылыс немесе заттар кешені. [214].
Ғылыми зерттеушілердің пікірі бойынша, адъюванттар жергілікті әсерге ие әр түрлі табиғаттағы заттар болуы мүмкін: «депо» құру, қабыну реакциясын тудыру және т.б. [215].
Адъюванттар антидене түзілудің бастапқы сатысында болатын процестерге қатысады. Құрамында адъюванты бар вакцина енгізу жасушалардың көбеюін және жасушалардың дифференциалануын күшейтеді, олардың метаболизмін белсендіреді, бірақ, ең алдымен, адъюванттар моноцитарлық фагоцитарлы жүйе жасушаларының функционалдық белсенділігін өзгертеді. Соңғысы иммуногенездің қарқындылығы және оның ұзақтығы үшін ең маңызды болып табылады [216]. 
Алюминий тұздары (алюминий гидроксиді, алюминий фосфаты, калий алюминиі) адъюванттар ретінде ветеринарияда кеңінен қолданылып келеді [217, 218, 219]. 
Олардың арасында алюминий оксидінің гидраты (ГОА) гелі инактивацияланған вакциналар ветеринариялық тәжірибе өндірісінде кеңінен қолданысқа ие. Әр түрлі типтегі адъюванттарды: GOA және Montanide TM ISA 201VG эксперименттік жағдайдағы салыстырмалы зерттеулерде Montanide TM ISA 201 VG адъювантының айқын иммуностимуляторлық әсерге ие екендігін көруге болады [220, 221]. 
Органикалық заттардың ішінен сапонин адъювант ретінде жиі қолданылады [222]. Өсімдік тектес гликозидтердің үлкен тобына жататын сапониндер күрделі химиялық құрылымға [223] және әртүрлі уытты, гемолитикалық және адъювантты қасиеттерге ие [224, 225, 226, 227].
Жақында минералды және минералды емес майлар мен олардың қоспалары негізінде дайындалған адъюванттың жаңа түрі тәжірибеге енді. Мұндай адъювантты қолданған кезде суда алдын ала ерітілген немесе суспензияланған антиген майда өте жұқа (диспергирленеді) таралады, нәтижесінде «мұнайдағы су» эмульсиясы алынады, яғни антигені бар су тамшылары май фазасында болады [228, 229, 230].
1961 жылы Михельсон Э. алғаш рет минералды май, иірілген және твин сияқты компоненттері бар май адъюванты негізінде дайындалған эмульсиялық вакциналардың жануарлар үшін иммуногенді белсенділігі сорбты (сіңірілетін) препараттармен салыстырғанда жоғары болғандығын дәлелдеді [231].
Сеппиктің (Франция) сулы-эмульсиялық вакциналарын өндіруге арналған мұнай адъювантын жасауы ерекше назар аударуға тұрарлық. Сонымен қатар, бұл адъюванттар кешені жасушалық иммунитетті (цитотоксикалық Т-жасушалар) өндіруді ынталандыруға қабілетті екендігі туралы дәлелдер бар. Тәжірибелік вакциналар зерттеулер нәтижесінде өндірістік штаммен зертханалық ақ тышқандарға интрацеребральды жұқтырудан кейін иммундық қорғауды қамтамасыз ететіндігі анықталды. Иммуногенділік 2 ХБ/см3-ке дейін 12 ай бойы салыстырмалы деңгейде сақталып қалды [232, 233, 234].
Әдеби деректерді талдау иммуностимуляторлық әсері бар заттардың алуан түрлілігін көрсетеді. Адъюванттар ретінде қолданылатын барлық белгілі органикалық және бейорганикалық қосылыстардың ішінде ГОА, оның сапонинмен және майлы адъюванттармен кешені инактивацияланған вакциналық препараттарды өндіруде кең практикалық қолданыс тапты [235]. 
Құтырыққа қарсы инактивацияланған вакциналарды дайындауда, жоғары иммуностимуляциялық тиімділігін, реактогенділігін арттыру үшін MontanideTM ISA 201VG адъюванты кеңінен қолданылып келеді.

1.7 Халықаралық GMP стандартына сәйкес ветеринариялық препарат өндіру жүйесі
GMP стандарттарының әлемдік тарихы 1963 жылдан бастап АҚШ – та басталды, онда ғалымдар тобы дәрілік препараттарды сапалы және қауіпсіз өндіру шарттарын регламенттеу үшін арнайы ережелер-Good Manufacturing Practice (GMP) стандартын әзірледі. 70-ші жылдардан бастап GMP Кеңес Одағын қоспағанда, бүкіл әлемде кеңінен таралды. КСРО ыдырағаннан кейін ТМД елдері қолданыстағы нормативтік базаларды GMP ережелеріне бейімдей бастады. GMP-өндіріс технологияларын сақтаудың түбегейлі жаңа тәсілі. Сапаны әдеттегі бақылау тек кейбір дайын өнім үлгілерін зерттеуді қамтиды және тек олардың сапасына немесе бір уақытта шығарылған партияның сапасына кепілдік береді. GMP стандарттары бойынша өндірістің барлық параметрлерін кешенді зертханалық тексеру және реттеу жүргізіледі, яғни – барлық өнімнің сапасын қамтамасыз ету. 
Тиісті фармацевтикалық практикалардың, оның ішінде GMP стандарттары Қазақстан Республикасының Мемстандарт жүйесінде 2006 жылы бекітілген. Содан кейін олар ұсыныс, ерікті сипатта болды. Бірақ 2014 жылдың наурыз айынан бастап Қазақстанға өнімді экспорттайтын барлық шетелдік компаниялар GMP стандарты бойынша жұмыс істейтіндігін растауы тиіс еді, себебі, олардың өнімдерін елге әкелуге тыйым салынды. 2015 жылы GMP стандарттары ЕО және ЕАЭО талаптарын ескере отырып өзектендірілді. 2016 жылғы қаңтардан бастап Еуразиялық экономикалық одақ елдері үшін дәрілердің ортақ нарығы жұмыс істей бастады. 2018 жылғы 1 қаңтардан бастап GMP стандарттары қазақстандық өндірушілер үшін міндетті етті. 
GMP (Тиісті өндірістік практика жүйесі) - бұл сапа стандарттарына сәйкес өнімдердің үнемі өндіріліп, бақылануын қамтамасыз ететін жүйе. Қосымша көптеген салаларды қамти отырып, өнімнің қауіп-қатерін азайтуға арналған. GMP-дің тиісті өндірістік практика жүйесі өндіріс пен сапаны бақылаудың сапалық шаралары нақты анықталғанын, мақұлданғанын, тексерілгенін және өндіруге және сынақтан өткізуге құжатталғандығын, қызметкерлердің, құралдар мен материалдардың өндірістік қызметке жарамдылығын қамтамасыз етеді [236]. Инфекциялық індеттердің профилактикасына, оларды емдеуге және диагностикалауға бағытталған ветеринариялық иммунобиологиялық препараттарды кеңінен қолдану олардың тиімділігі мен қауіпсіздігіне қойылатын жоғары талаптарды айқындайды. 
Қазіргі таңда иммунобиологиялық препараттар нарығы халықаралық деңгейде болып табылады, олардың сапасына қойылатын өндіріс кезеңіндегідей тиісті халықаралық ережелермен реттеледі - GMP (Good Manufacturing Practice), зертханалық зерттеулер - GLP (Good Laboratory Practice) және клиникалық зерттеулер - GCP (Good Clinical Practice) ережелеріне сәйкес талаптар қойылған [237].
Халықаралық ережелерді сақтау ДСҰ (Дүниежүзілік сауда ұйымы) әлемдік жүйесіне кіретін барлық елдер үшін міндетті. Қазақстан Республикасында әзірлеуші және шығарушы ұйымдар тарапынан GMP, GLP және GCP талаптарын орындау жөніндегі жұмыстарды ұйымдастыру талап етілген. 
GMP ережелері қызметкерлерге, үй-жайларға, жабдықтарға, құжаттамаға, өнім өндіруге, талдау жүргізуге, сапаны қамтамасыз ету және бақылау жүйесіне және т. б. қойылатын талаптарды белгілейді. Қазіргі уақытта біздің елімізде зертханалық зерттеулердің сапасын қамтамасыз ету проблемаларына көп көңіл бөлінеді. Медициналық және ветеринариялық, биотехнологиялық өнеркәсіп мекемелерінде зертханалық зерттеулердің сапасын жақсарту бойынша шаралар жүйесі қабылданды 
Қазақстан Республикасында валидацияланған және стандартталған әдістерді қолдану GMP, GLP және GCP халықаралық стандарттарын орындаудың қажетті шарттарының, сондай-ақ сынақ және калибрлеу зертханаларының құзыреттілігіне қойылатын талаптардың бірі болып табылады [238]. 
Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігінің Ветеринариялық бақылау және қадағалау комитеті Еуразиялық экономикалық одақтың ветеринариялық дәрілік заттар өндірісіне қойылатын талаптарды енгізу жөніндегі Еуразиялық экономикалық комиссия Кеңесінің 2016 жылғы 3 қарашадағы № 77 шешімімен бекітілген халықаралық GMP стандартына сәйкес тиісті өндірістік тәжірибенің қағидаларын енгізу бойынша іс-шаралар жоспарын әзірледі және барлық отандық ветеринариялық препараттар өндірушілерге жолданды [239]. 
Биотехнология саласында бәсекеге қабілетті ветеринариялық биопрепараттар өндіруде халықаралық GMP стандартына сәйкес жүргізіудің маңызды екенін айқындайды. 

1.8 Әдеби шолу бойынша қорытынды
Адамзат мыңдаған жылдар бойы құтырық індетімен таныс болғанына қарамастан, бұл проблема бүкіл әлемде өзекті болып қала береді. Ғылымды дамытудың арқасында әлемдік қоғамдастық осы инфекцияның таралу қаупін едәуір төмендетіп, жүргізіліп жатқан антирабиялық іс-шаралардың сапасын арттырады. Сонымен қатар, құтырық қоздырушысының генетикалық әртүрлілігі, вирустың бұрын белгісіз түрлерін анықтау құтырық індетін диагностикалау және алдын-алу әдістерін жаңарту үшін жаңа міндеттер қояды.
Соңғы эпизоотиялық деректер елдердегі қолайсыз аймақтардың саны мен құтырықтан жұқтырған және өлген жануарлардың санының өсіп келе жатқанын көрсетеді және бұл бүкіл әлемдегі ветеринариялық қызметтердің алаңдаушылығын туғызады. Жүргізілетін антирабиялық іс-шаралардың тиімділігін бақылаудың маңызды кезеңдерінің бірі құтырыққа қарсы вакцинациядан кейін адамдар мен жануарлардағы гуморальді антирабиялық иммунитеттің қалыптасуын бақылау болып табылады. 
Қазақстан Республикасының отандық биотехнологиясында қазіргі таңда халықаралық GMP стандарты бойынша жануарлардың індеттік ауруларына қарсы иммунобиологиялық препараттардың технологиясын әзірлеу және өндіру өзекті мәселе. 
Осыған орай, заманауи өнеркәсіптік өндірісте құтырыққа қарсы вакцина дайындауда құтырық вирусының штаммдарын стационарлық және суспензиялық өсіру әдістеріне бейімдеуді, қолданылатын инактиванттар мен адъюванттың тиімділігін, вакцинаның реактогенділігін және иммуногенділік қасиеттерін зерттеуді қажет етеді. 
Соңғы жылдары инактивацияланған вакциналар дайындауда биоагентті инактивациялау үшін әртүрлі химиялық заттар кеңінен қолданылуда. Бұл вирустың инактивациясының толықтығына, сондай-ақ әр түрлі температурада сақтау кезінде белсенділігі төмендетілген вакциналардың бастапқы иммунобиологиялық қасиеттерін сақтау мәселелеріне қатысты көптеген сұрақтар туындады. 
Халықаралық GMP стандартына сәйкес иммунобиологиялық препараттарды өндіру жабдықты, жасушалар өсінділерін өсіруден, вирустың матрицалық өсінін және биомассасын дайындаудан бастап, таңбалау мен буып-түюге дейінгі барлық технологиялық кезеңдерді бақылауды талап етеді. 
Әдебиетке шолуды қорытындылай келе, диссертациялық жұмыста халықаралық GMP стандартына сәйкес антирабиялық вакцинаны әзірлеу және өндіру технологиясын жетілдіру мақсатында зерттеу жұмыстары жүргізілді.


































2. ӨЗІНДІК ЗЕРТТЕУЛЕР 

2.1 Зерттеу бағытын таңдау 
Ғылыми зерттеу жұмыстары 2017-2020 жылдар аралығында Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым министрлігі «Ғылым қоры» АҚ қолдауымен  №0206-17-ГК «Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс» антирабиялық вакцинасын өндірістік жағдайда GMP стандартына сәйкес өндіру» ғылыми жобасы  негізінде жүргізілді.

2.2 Зерттеу нысандары

2.3  Зерттеу материалдары 
Вирустық штаммдар: зерттеу жұмысында вакцина әзірлеу үшін ХЭБ құтырық індеті бойынша ANSES анықтамалық зертханасы (Нанси, Франция) ұсынған референттік штамдары қолданылды. 
CVS-11 штамм (өсінділік) құтырыққа қарсы вакцина әзірлеуге қолданылды. Бұл штамм құтырық вирусының Пастер штамының бекітілген туындысы. 
CVS-27 штамм (тіндік) құтырыққа қарсы өндірілген вакциналардың иммуногенділігін бақылау үшін қолданылды. 

Вакцина 
Зерттеу жұмысында препараттың иммуногенді индексін анықтау үшін референс-вакцина ретінде «Bioveta» компаниясы (Чехия) өндірген құтырыққа қарсы инактивацияланған «Biocan-R» вакцинасы қолданылды. Иммуногенді индекс белсенділігі 2 ХБ құрайтын «Biocan-R» вакцинасының құрамы: ВНK-21 жасуша өсіндісінде өсірілген құтырық вирусының «Внуково-32» штамынан,  алюминий гидроксиді және тиомерсал тұрады. Вакцина ірі қара мал, жылқы, қой, ешкі, шошқа, ит және мысықтарды, терісі бағалы аңдарды құтырыққа қарсы белсенді вакцинациялау үшін қолданылады [240]. 

Жануарлар және биоэтика
Вакцинаның иммунобиологиялық қасиеттерін зерттеу үшін төмендегі жануарлар қолданылды:
- 300 бас зертханалық ақ тышқан, салмағы 10-12г;
- 15 бас қой, 5-12 айлық; 
- 4 бас ит, 3-5 айлық.
Бұл зерттеу ұлттық және халықаралық заңдарға, сонымен қатар, жануарларды күтіп-бағу жөніндегі нұсқаулықтарға сәйкес жүргізілді. Жануарларды пайдалану хаттамасын ЖШС «Антиген» ҒӨК» жануарларға тәжірибелік зерттеу жүргізу этикасы комитеті бекітті (хаттама №5, 14.03.2018).

Жасуша өсінділері
Зерттеу жұмысында «Антиген» ғылыми-өндірістік кәсіпорнының «Жасушалық биотехнология»  зертханасының музейінде сақталған матрастар (көлемі 1,5 дм3), флакон (көлемі 150 см3) және 24 ұяшықты планшкаларда өсірілген ВНК-21 (I.A. Macpherson, G.P. Stocer, 1961), Vero (Yasumura and Kawakita at Chiba University, 1962), МDСK - (S.H. Madin, N.B. Darby, 1958) жасуша өсінділері пайдаланылды.

Қоректік орталар
Зерттеу жұмыстарына пайдаланылатын үздіксіз өсетін жасуша өсінділері ВНК-21 (С-13), Vero, МDСK стандартты қоректік орталарға DMEM, МЕМ-EAGLE (ВI Biologial Industiries www.bionit.com) қоректік ортаға қатынасы 5,0-10%-дық ІҚМ феталдьді қан сарысуын www.capricorn-scientific.com қосу арқылы өсірілді. Моноқабат түзген өсінділерді стерильді Хэнкс ерітіндісімен шаю арқылы жүзеге асырылды. Сонымен қатар, Сабуро, ет пептонды агар, ет пептонды сорпа, тиогликоль қоректік оралары жұмыстың стерильді жүргізілуін бақылауға қолданылды. 
Ерітінділерді даярлау үшін иньекциялық суға ерітілген  тұздар мен фосфаттарды  стерильдеу «Міllipor Capcule Filter» www.sigmaaldrich.com/
 көмегімен жүзеге асырылды.
Құтырық вирусын өсіруге арналған субстрат дайындауға үздіксіз өсетін ВНК-21 жасуша өсіндісін пайдаландық, жасуша өсіндісін өсіру үшін DМЕМ қоректік ортасына 0,2 - 10% фетальді қан сарысуын қосу арқылы моноқабат түзгенше 36,6°С термостатта толық бақылауда ұстадық. Жасуша өсіндісі 3-ші тәулікте моноқабат түзді. Жасуша өсінділердің мембраналары айқын көрінеді, ядролар  сопақша пішінді, ядрошықтар әртүрлі пішінде. 8 тәулікке дейін цитоплазмасы таза, қышқылдық ортасы рН 7,5 тұрақты түрде болды. Толық моноқабат түзген жасуша өсінділерін құтырық штамын жұқтыруға жіберуге болады.

Реактивтер мен ерітінділер: 
· 0,25 % Трипсин 1/250, GIBCO, кат. № 27250-018, АҚШ;
· 0, 02 % Версен ерітіндісі, GIBCO, кат. №
· Хенкс стерильді ерітіндісі, GIBCO, кат. № 14065-056, АҚШ; 
· 7,5 % сода (NaНСО3)
· антибиотиктер: пенициллин – 100 ЕД/см3, стрептомицин – 100 мкг/см3;
· натрий гидрокарбонаты, Sigma Aldrich, кат. № S8875;
· натрий хлориді, Sigma-Aldrich, кат. № S1679; 
· калий хлориді, Sigma-Aldrich, кат. № Р1597; 
· 0,85% хлорлы натрий (физиологиялық ерітінді);
· фосфат-буферлік молярлық концентрациясының ерітіндісі 0,01 моль/дм3 (FBI), рН 7,2 – 7,4; 
· 50 % этанол, Merck, кат. № 100983, Канада;
· 0,05% ЭДТА, Merck, кат. № 324503, Россия;
· 2,2 % ацетон; 
· 0.4 % трипан көк; 
· 4 еселік иммерсиондық флуоресцентті емес май, Россия;
· микроскопиялау үшін кристалды күлгін, Merck, кат. №1.15940, Ұлыбритания; 
· 96% этил спирті;
· 10% ІҚМ фетальді сарысуы;
· 3% L-глутамин ерітіндісі;
· 50% полиэтиленимин (ПЭИ), Россия;
· 15 % димерэтиленимин (ДЭИ), Россия;
· адъювант MontanideTM ISA-201VG Seppic, Франция;
Ерітінділерді дайындау үшін рН 5,5- 6,0 және нақты электр өткізгіштігі 0,5  S/см болатын дистилденген су қолданылды.

Диагностикалық жиынтықтар мен компоненттер:
- референттік қан сарысуы ХЭБ (OIE) 0,50 ХБ/мл ANSES (Нанси, Франция);
- оң антиген және теріс антиген ДПР, ИФР, БС рекциялары үшін, «Антиген» ЖШС әзірлеген; 
- ДПР арналған диагностикалық преципитациялық антирабиялық иммуноглобулин, ЖШС «Антиген» әзірлеген;
- ИФР арналған диагностикалық флуоресценциялық антирабиялық иммуноглобулин, ЖШС «Антиген» әзірлеген.

Зертханалық құрал -жабдықтар
· термостат (37°С), BINDER  BD115 Германия;
· тұрмыстық тоңазытқыш (4°С), Россия; 
· OptiMair™ ламинарлық шкаф, Россия; 
· Esco Airstream® Gen 3 класс II (AC2) биологиялық қауіпсіз ламинарлық шкаф, Сингапур;
· төмен температуралы мұздатқыш (минус 70°С), Drawell, Шанхай, Қытай;
· төмен температуралы мұздатқыш (минус 40°С), Panasonic, Жапония;
· Olympus ВХ 53 көп функционалды микроскоп, Жапония; 
· Motic AE31инвертирлі микроскоп «Millipore», АҚШ;
· рН метр, Hanna НІ 2210, Германия;
· аналитикалық электронды таразы AB104-S/FACT
· электронды термометр, Россия;
· фильтр диаметрі 0,45 мкм «Millipore», АҚШ;
· Bailun Bio биореактор (көлемі 20 литр), Қытай;
· Countess™ II автоматтандырылған жасушаларды есептегіш Helikon, LLC, Россия;
· Cence H2500R-2  зертханалық центрифуга, Hunan, Қытай; 
· ұштытары 1-5, 5-50, 10-100, 100-1000 мкл болатын автоматты пипеткалар;
· стерильді шыны және резеңке груша 1,2 және 5см3 бір ретті қолданылатын пипеткалар;
· пробиркаларға арналған кюветтер мен штативтер;
· заттық шыны; 
· шыны пробиркалар; 
· петри ыдысы; 
· медициналық пинцеттер; 
· 1,0 см3 инсулин шприцтер;
· инъекциялық инелер;
· тышқандарды ұстауға арналған торлар; 
· флакондар (150 см3, 500 см3); 
· матрас (1,5 дм3); 
· стерильді бір рет қолдануға арналған матрастар (25 см3);
· 24 ұяшықты плашкалар;
· стерильді пенициллинді флакондар (10 см3);
· спиртовка;
· серологиялық пробиркалар; 
· латекс және нитрилді қолғаптар; 
· бір реттік медициналық маскалар; 
· бір реттік ламинатталған халаттар;
· берет - қалпақтар.

2.4  Зерттеу әдістері
Жасуша өсіру
ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісін өсіру үшін DМЕМ қоректік ортасына 10%-ды фетальді қан сарысуын қосу арқылы 3 тәулік моноқабат түзгенше 36,6°С термостатта толық бақылауда ұсталды. 1,5 л матраста жасуша концентрациясы 0,3 - 0,5 млн/см3 болғанда өсінділеу тоқтатылды. 

ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде CVS-11 штамын өсіру әдістері
Құтырық вирусын стационарлық және суспензиялық әдіспен өсіру кезінде, құрамы: 0,2 - 10% ірі қара малдың қан сарысуы қосылған Игла MEM, рН ортасы  7,2 - 7,4 тұратын қоректік орталар қолданылды. 
Құтырық вирусының CVS-11 штамын стационарлық және суспензиялық әдістерімен өсіру үшін өсінділік матрастарда (1,5 дм3), 24 ұяшықты плашкаларда және «Bailun Bio» биореакторда  (жалпы көлемі 20 литр, жұмыс көлемі 15 литр) ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінің 48-72 сағат өсірілген, концентрациясы 500 мың/см3 моноқабаты пайдаланылды. 
Вакциналық CVS-11 штамын жинау үшін Т-25, Т-75 матрастарда, температурасы (37 ± 0,5)°С атмосферада көмірқышқыл (СО2) газының  5%-ы бар инкубаторда 24, 48, 72, 96 сағат бақыланған ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісілері пайдаланылды. Жасуша өсіндісіне вирусты жұқтыру алдында өсінділік ортасын төгіп, моноқабат стерильді Хэнкс ерітіндісімен шайылды. Жасуша өсіндісі инвертирлі микроскопиялық бақыланды. Содан кейін, жасуша өсіндісі құтырық вирусымен жұқтырылды және DMEM cүйемелдеу қоректік ортасы қосылды.  Күн сайын ЦПӘ басталу уақытын белгілей отырып, матрастарға микроскопиялық бақылау жүргізілді, 4 тәуліктік ЦПӘ айқын көрінетін матрастарды жинап, 20 минут 3000 айн/мин центрифугадан өткізілді және одан әрі пайдалану үшін минус 70°С температурада тоңазытылды.

Иммунофлюоросценция әдісі
Әдістің мақсаты таңбаланған антиденелерді телімді антигенмен байланыстырып және люминесцентті микроскоппен препараттың жарқыраған «антидене-антиген» кешендерін бақылау.
BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне жұқтырған өсіндіні, ауру жануарлардың миының әртүрлі бөліктерінен алынған жағынды препараттар ИФӘ зерттелді. Бақылау ретінде жұқтырылмаған жасуша өсіндісі және сау жануарлардың миының әртүрлі бөліктерінен алынған жағынды препараттар қолданылды.
Мидың әр бөлігінен (аммон мүйізі, мишық, ми қыртысы және сопақша ми) жағынды препарат дайындалады.
Жасуша өсіндісіндегі құтырық вирусының антигенін анықтау үшін, 24 ұяшықты плашкада өсірілген жасушалар пайдаланылды. Плашкадағы инфекцияланған жасушалар 72 сағат аралығында 37°C температурада инкубацияланды.
Дайындалған жағынды препараттар мен плашкалар ауада кептіріліп, салқындатылған ацетонға минус 8 - 20°C температурада 30 минут бекітілді.
Жұмыс сұйылтпасының жалпы көлеміне жеткізілген диагностикалық антирабиялық иммунофлуоресценциялық иммуноглобулинді жағынды препараттар мен плашкалар бетіне біркелкі тамызып, 37°C температурада 30 мин инкубацияланды. Содан кейін 0,01М фосфат буферінің немесе тұзды ерітіндіде екі рет жуылып, әр жолы 30 минуттан ұсталды, әрі қарай дистилденген сумен жуып, ауада кептірді. Жағынды препараттар мен плашкалар микроскопиялау процедурасы люминесцентті микроскоптың көмегімен жүзеге асырылды. Зерттеуде құтырық вирусының антигені бар жағынды препараттар мен плашкаларда нейрондарда және жасушалардың сыртында әртүрлі өлшемдегі және пішіндегі ашық жарқыраған сары-жасыл түйіршіктер көрінді. Ал, жұқтырылмаған ми тіндері мен жасуша өсінділері күңгірт сұр-сары немесе жасылдау түске боялды.

Жасуша өсіндерін санау және бақылау әдісі
Үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің концентрациясына салыстырмалы талдау Countess II автоматты жасуша есептегіш арқылы жүргізілді. 
Countess™ II – суспензиядағы жасушаларды жылдам бағалауға арналған заманауи оптикамен, автофокуспен және кескінді талдау бағдарламалық құралымен жабдықталған анықтамалық талдау платформасы бар.  Жасушаларды қолмен санаудың субъективтілігін жойып, нәтижелердің қайталану мүмкіндігін айтарлықтай арттыруға мүмкіндік береді. Countess II есептегіші 10 секундта жасушалардың жалпы санын, өміршеңдігін және орташа жасуша саны деректерін береді.
Countess II автоматты жасуша есептегіштің өлшеу диапазоны 1x104-тен 1x107 жасуша/см3 дейін (оңтайлы диапазон 1x105 - 4x106 жасуша/см3) созылады. Жасушаның тіршілікке қабілеттілігін дәл бағалау үшін оңтайлы жасуша өлшемі 7- 60 мкм, ал санау шамамен 4 мкм бөлшектер үшін жұмыс істейді.
Жасуша санын өлшеу диапазоны: 5 - 60 мкм;
Концентрация диапазоны, жасушалар/ см3: 1×10⁴ – 1×10⁷;
Ең аз үлгі көлемі: 10 мкл;
Өңдеу уақыты: 10 секунд;
Трипан көк: 0,4% ;
Оптикалық масштабтау, автофокус: x - 2,5.
Талдау үш қарапайым әдіспен орындалды: 1. 10 мкл үлгіні 10 мкл трипан көгімен (1:1) араластырып, дозатор көмегімен бір реттік қолданылатын камера слайдына (кассета) тамызады; 2. Слайдты Countess II автоматты жасуша есептегіш құрылғыға салады; 3. «Count» түймесін басып, 10 сек ішінде нәтижесін алуға болады (Сурет 3).
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Сурет 3 - Жасуша өсіндерін Countess™ II автоматтандырылған жасуша есептегішпен санау және бақылау әдістері




Құтырық вирусының инфекциялық белсенділік титрін анықтау 
Құтырық вирусының инфекциялық белсенділік титрі вирус суспензиясының 10 есе сұйылтпалары (10-1-ден 10-7-ге дейін) дайындалып, жасуша өсіндісінде анықталды. Вирустың әр бір сұйылтпасы 4 пробиркаға (жасуша моноқабатына) 1,0 см3 себіледі. Өсіру мерзімі 7-14 тәулік. 
Инфекция титрі ЦПӘ көрінісі бойынша анықталады. Вирустың инфекциялық белсенділік титрін анықтау жалпы қабылданған әдістеме бойынша жүргізілді. Вирус титрі Рид пен Менч әдісі бойынша есептелді (lg ТЦӘ50/см3) [242].

Құтырық вирусын концентрациялау және тазарту 
Жасуша қалдықтары мен балласт протеиндерін жою үшін үш рет термолизден кейін (мұздату-еріту) бастапқы өсінділік вирусты суспензия 30 минут бойы төмен жылдамдықпен 4ºС температурада 3000 айн/мин центрифугадан өткізіледі. Алынған тұнба бетіндегі сұйықты одан әрі концентрациялаған және тазартылған құтырық вирусын алу үшін бастапқы материал ретінде қолданылды, ал тұнба (жасуша детриті) жойылды. Қажет болған жағдайда, алынған тұнба бетіндегі сұйықты диаметрі 0,45 мкм болатын Millipore сүзгілері арқылы тазартылады. 
Құтырық вирусын концентрациялау үшін, молекулалық салмағы 6000 Д (ПЭГ - 6000) полиэтиленгликоль соңғы концентрациясы 7% тұндырылған вирустық суспензияға қосып, содан кейін қоспаны ПЭГ толық ерігенше араластырып, 4ºС температурада түнге қалдырылды. Тұнбаны 4ºС температурада 40 минут, 4000 айн/мин центрифугалау арқылы бөліп алдық, өйткені 4ºС жоғары температурада тұнба жартылай ериді, бұл вирустың жойылуына әсер етеді. 
Тұнба бетіндегі сұйықтық мұқият бөлінді, ал шөгінді 0,05 М трис-HCl буферінде (рН 7,2-7,4) бастапқыдан қажетті көлемге (1:20) ресуспензияланды. Тазартылған суспензия арнайы ыдыстарға құйылып, минус 70°C температурада сақталды. 

Құтырық вирусын инактивациялау 
Құтырық вирусын инактивациялау үшін ветеринариялық биотехнологияда қолданылатын ДЭИ инактиванты (15%) таңдалды. Құтырық вирусын инактивациялаудың оңтайлы режимдерін анықтау барысында ДЭИ (15%) инактивантының әр түрлі 0,1%, 0,2% және 0,3% концентрациялары қолданылды. Жұмыс ерітіндісінде вирустық суспензияға қосар алдында 30 - 60 минут бұрын дайындалады. Ол үшін бастапқы препарат стерильді деминерализацияланған сумен 10 - 100% концентрацияға дейін сұйылтылды. 
Инактивация процесі (22 ± 2,0)°С температурада, 24 – 48 сағат бойы, әр 2- 3 сағат сайын 3-5 минут мезгіл-мезгіл араластыра отырып, жүргізіледі. 
Инактивация жылдамдығының тұрақтылығы (К) формула бойынша есептелді және вирустың инактивация кинетикасы анықталды [243, 244]:
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мұндағы: 
lgGo - вирустың бастапқы титрі;
lgCt - белгілі бір уақыт өткеннен кейін вирус титрі;
Т-вирустың инактивация уақыты;
2,3 - натурал логарифмдерді ондық бөлшектерге түрлендіру коэффициенті. 

Инактивация жылдамдығының константасы (К) сағатына - 1 (уақыт бірлігінде вирустың инфекциялық белсенділігінің жоғалуы яғни, сағатына -1). Инактивация уақыты аяқталғаннан кейін суспензиядағы ДЭИ қалдық әсерін 0,1 - 0,2% соңғы концентрациясында натрий тиосульфатын қосу жолымен бейтараптандырылды, содан кейін (4 ± 1)°С дейін салқындатылды. құтырық вирусы CVS-11 штамм антигенінің стерильділігі мен толық инактивациясын тексеру үшін сынамалар алынды. 

Құтырық вирусын инактивациялаудың толықтығын анықтау
ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының толық инактивациясы 3 (n - 3) пассаж арқылы анықталды. ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісі өсірілген 5 прабиркаға инактивацияланған вирустық суспензияны 1 см3 көлемде жұқтырып (37 ± 0,5)°С температурада 6 тәулік инкубацияланды. Вирус инактивациясының толықтығы ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде 3-ші пассажда ЦПӘ нақты болмаған жағдайда толығымен инактивацияланған деп бағаланды.

Вакцинаның тәжірибелік үлгісін әзірлеу технологиясы
Вакцина дайындау үшін вирусты суспензияны инактивант – димерэилениминмен (ДЭИ) инактивациялайды. Осыдан кейін толық инактивациялануы тексеріледі. Ары қарай, вирусты суспензияға MontanideTM  ISA-201 VG майлы адъювантты қосу арқылы вакцина дайындалды. 
Вакцинаның эмульсияланған тәжірибелік үлгілерін дайындау үшін Seppic фирмасымен (Франция) ұсынылған жаңа коммерциялық адъювант MontanideTM  ISA-201 VG пайдаланылды [243, 244].
MontanideTM ISA-201 VG адъювант пен құтырық вирусы антигенін араластыру 0,15 : 0,85 (15 + 85г) салмақ қатынасында және  адъювант пен құтырық вирусы антигенін 1:1 (50,0 + 50,0 г) қатынасында араластырып салыстыра отырып дайындалды. 
Араластыру алдында әр бір фаза 31°C дейін қыздырылды. Антиген мен адъювантты 10 минут бойы 1200 айн/мин магнитті араластырғышта ұстадық. Тұрақты эмульсия алу үшін, антигенді ISA-201 адъювантымен 30°C температурада гомогенизатор көмегімен 5 мин 3400 айн/мин және 10 минут 7600 айн/мин араластырылды. 

Вакцинаның тәжірибелік үлгісінің стерильділігін анықтау
Вирустық материалдың контаминациялануы және инактивацияланған вакцинаның тәжірибелік үлгілерінде бактериялық және зеңдік микрофлораның болмауын бақылау МЕМСТ 28085-89 «Биологиялық препараттар. Стерильділікті биологиялық бақылау әдістері» бойынша жүргізілді
Сынақ жүргізу үшін құтырыққа қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac» вакцинасының 3 флакон үлгісі алынды. Флакондардың сыртқы беті 96% түзетілген этил спиртімен өңделді. Алынған сынаманың суспензиясы араластырылды және қоректік ортаға себілді: екі Петри ыдысына Сабуро ортасы және қоректік агары, сондай-ақ сұйық қоректік ортаға: үш пробирка Сабуро ортасы, үш пробирка қоректік сорпа және екі пробирка және екі флакон Китт-Тароцци ортасы. Қатты қоректік ортаға 0,5 см3 суспензия, ал сұйық қоректік ортаға - 1 см3 суспензия себілді. Флакондағы Китт-Тароцци ортасына 5 см3 сыналатын үлгіден себілді. Петри ыдысы, пробиркалар және флакондар термостатта (37± 0,5)°C температурада, Сабуро ортасында (22 ± 0,2)°C температурада 7 күн бойы инкубацияланды. Стерильділікті бақылау үшін (бақылау пробиркалары) әр қоректік ортаға бір пробирка қолданылды. Көрсетілген мерзім аяқталғаннан кейін сол қоректік орталарға және себу кезіндегі көлемде (қоректік агар қоспағанда) сынамалар қайта себілді. Екінші реттік себілген пробиркалар 7 күн бойы термостатта ұсталды. Сынақтардың нәтижесі 14 күн өткеннен кейін бақылауға алынды. 

Тәжірибелік үлгідегі вакцинаның зиянсыздығын және реактогендігін анықтау 
Тәжірибелік үлгінің зиянсыздығы мен реактогенділігін бақылау жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған вакцина «Ветеринариялық қолдануға арналған дәрілік заттар. Зиянсыздықты анықтау әдістері» МЕМСТ 31926-2013 сәйкес жүргізілді. 
Зерттеу жұмыстарын жүргізу үшін, 3 флакондағы вакцинаны біріктіріп, клиникалық дені сау салмағы 10-12 грамм болатын 10 бас зертханалық ақ тышқанға құрсақ ішілік тері астына 0,5 см3 мөлшерде енгізілді. Жануарларға бақылау 14 тәулік бойы жүргізілді. Егерде барлық бақылау тобындағы вацинацияланған жануарлар тірі және клиникалық дені сау болып қалса, вакцина зиянсыз деп бағаланды.

Вакцинаның инактивациялану толықтығын анықтау 
Үш флакондағы вакцинаны бір ыдысқа біріктіріп, он бас тышқанға интрацеребральді 0,03 см3 егілді. Жануарлар 14 тәулiк бақылауға алынды. Егер де барлық бақылау уақытында жұқтырылған тышқандар тірі және дені сау болса, вакцина толық инактивацияланған болып саналады. Еккеннен кейін алғашқы 5 тәулік ішінде жануардың өлімі есепке алынбайды. Құтырық вирусының бар екенін анықтау мақсатында өлген тышқандардың миы иммунофлуоресценция әдісімен зерттеледі.

Вакцинаның иммуногенді белсенділігін анықтау 
«Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік сериясының иммуногенді белсенділігін анықтау үшін бақылау ретінде референс «Biocan-R» вакцинасы қолданылды. Зерттеуге 90 бас, салмағы 10-12 грамм ақ тышқан қолданылды.
Вакцинаның иммуногенді белсенділігін зерттеу үшін жоғарыда аталған екі вакцинадан сынамалар алынып, 5 еселік өсіммен (1:5, 1:25, 1:125, 1:625) төрт сұйылтпа дайындалды.
Референс «Biocan-R» вакцинаны және тәжірибелік «Rhabdovaс®» вакцина үлгісінің әр сұйылтпасынан 0,5 см3 мөлшерде 10-12 бас зертханалық ақ тышқанға құрсақ қуысына тері астына (ішекке және қарынға тигізбей) 7 тәулік аралығында 2 рет егілді.
Ревакцинациядан 14 күн өткен соң тышқандардың барлық топтарына және 10 бас егілмеген ақ тышқанға бақылаулық CVS-27 штамынан дайындалған вирустық суспензиямен (5-50 LD50/0,03см3 вирустың жұмыс сұйылтпасы) 0,03 см3 мөлшерде интрацеребральді жұқтырылды (Сурет 4).
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Сурет 4 – CVS-27 референс штамынан дайындалған қоздырушы вирусты интрацеребральді жұқтыру
[bookmark: _GoBack]
CVS-27 референс-штамының жұқтыру титрін анықтау үшін, вирустың мөлшері алдын-ала титрлеу нәтижелері бойынша есептеледі. Вирустың нақты LD50 дозасын анықтау үшін 10 еселенген (10-1, 10-2, 10-3, 10-4) сұйылту арқылы инфекциялық титрі кемінде 6,50 lg ТЦӘ50/см3 болатын вирус суспензиясы дайындалды. Вирустық суспензияның әр сұйылтпасын 10 бас ақ тышқанға 0,03см3 дозада интрацеребральды жұқтырылды. Бақылау тобы ретінде 10 бас ақ тышқан алынды. Жануарлар 14 тәулік бақылауға алынды. 
Вирустың соңғы сұйылтпа титрін жұқтырылған мөлшерінен сақталған 50% тышқанға инфекциялық жұқтыру дозасы (Инфицирующая доза-ИД50/0,03см3) бойынша есептелді. 

«Rhаbdovaс®» вакцинасы егілген жануарлардағы қан сарысуының бейтараптау титрін анықтау
Вирусты бейтараптау реакциясында антиденелер титрін анықтау үшін, Игла МЕМ қорек ортасында зарарсыздандырылған 24 ұяшықты плашкаларға ІҚМ қансарысуы сұйылтпасы (екі сатылы) дайындалды. Әр бір сарысуды сұйылту үшін 4 ұяшық пайдаланылды. 
Сонымен қатар, стандартты қан сарысуы да дәл осылай титрленді. Дайындалған қан сарысуды сұйылтуға 100 МЛД50 құтырық вирусының CVS-11 штаммы қосылды, қан сарысу - вирус қоспасы 1,5 сағат ішінде 37°C температурада СО2 термостатта инкубацияланады. Осыдан кейін қоспаға үздіксіз өсетін ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісі қосылып 72 сағат 37оС температурада инкубацияланды. Қоректік орталар ұяшықтардан алынып, жасушалар флуоресцентті антидене әдісімен (ФАӘ) боялды. Реакцияны есепке алу люминесцентті микроскоппен жүргізілді [245, 246]. 
Ашық жасыл түстің ошақтары болмаған жағдайда реакция оң деп саналды. Антидене титрін есептеу төмендегі формула бойынша жүргізілді:
1. Зерттелетін қан сарысудың әрекет етуші тиімді дозасы (ED50) есебі (анықтамалық сарысу):
· Соңғы нүктенің 50% -ын есептеу

	
	50  -  а
	

	
	
	(2)

	
	в  -  а
	



мұндағы:
а - өлім деңгейі 50% - дан төмен;
в - өлім деңгейі 50% - дан жоғары.
· Соңғы нүктенің 50% логарифмі мен ең жақын сұйылту логарифмі арасындағы айырмашылықты есептеу.

2. Вирусты бейтараптау титрінің экспрессиясы/мл
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(Х.Капловский бойынша).

Әдіс бұрын титрленген құтырық вирусының CVS-11 штаммы тұрақты дозасын зерттелетін сарысулық сұйылтулар сериясымен бейтараптандыруға негізделген. Ол үшін сынақ сарысуы 56°C температурада 30 минут бойы инактивацияланды. Сарысудың екі еселенген сұйылтуларының сериясы дайындалды және құрамында 200-300 LD50/0,03см3 бар құтырық вирусының бірдей көлемімен араластырылды. Алынған қоспаны 37оС температурада 1 сағат ұстадық және салмағы 10-12 г болатын ақ тышқандарға 0,03 см3 доза көлемінде интрацеребральді егілді. Әр бір сарысуды сұйылту үшін 4 тышқаннан алынды. Жануарлар 21 күн бойы бақыланды. Өлген жануарлардың саны тіркелді. Инфекциядан кейінгі алғашқы бес күнде тышқандардың өлімі спецификалық емес деп саналды. Вирусты бейтараптау титрі Рид - Менч әдісі бойынша есептелді.
Нәтижелерді статистикалық өңдеу
Тәжірибелер бірнеше (n=3) рет жүргізіліп, сенімді нәтижелерге қол жеткіздік. Сандық деректер орташа мәндер мен олардың қателіктері статистикалық өңдеуден өткізілді. Орташа мәндер арасындағы статистикалық айырмашылықтың сенімділігі Студент-Фишер бойынша анықталды (Плохинский 1970), оған сәйкес көптеген биологиялық эксперименттер үшін P>0,05 ықтималдылық деңгейі салыстырылатын шамалар арасында тұрақты айырмашылықтардың жоқтығын көрсетеді. Егер ықтималдық деңгейі Р<0,05, ал Р<0,01 және Р<0,001 кезінде айырмашылықтың маңыздылығы тиісінше неғұрлым сенімділікке ие болса, анықталған айырмашылықтар дұрыс деп есептеледі. Нәтижелерді статистикалық талдау GraphРad Prism, 9.0 нұсқасы (GraphРad Software Inc., Сан-Диего, Калифорния, АҚШ) және қосымша Microsoft Office Excel 2007, Stat Plus 2005 бағдарламаларын қолдана отырып, орташа арифметикалық есептеу, орташа ауытқу, ортаның стандартты қателігі, құралдар арасындағы айырмашылықтар, жалпы қабылданған әдістермен жүргізілді.

Құтырық вирусымен жұмыс істеу кезінде биологиялық қауіпсіздік талаптарын сақтау ережесі
Осы жұмысты орындауға байланысты барлық зертханалық рәсімдер Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігінің режимдік комиссиясының патогендігі II-IV топтағы микроорганизмдермен жұмыс істеуге 2008 жылғы 30 қаңтардағы №6 рұқсаты негізінде жүзеге асырылды. Диссертациялық жұмысты орындау кезінде зерттеу жұмыстарының биологиялық қауіпсіздігін қамтамасыз ету үшін 2012 жылғы 10 қаңтардағы №13 «Зертханаларға қойылатын санитариялық-эпидемиологиялық талаптар» санитариялық ережесі, сондай-ақ «Зертханалық жағдайларда биологиялық қауіпсіздік жөніндегі практикалық нұсқаулық» (Үшінші басылым. - ДДҰ, Женева, 2004 ж.) басшылыққа алынды.
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Сурет 5 – «Rhаbdovaс®» вакцинасын халықаралық GMP стандартына сәйкес әзірлеу технологиясы

3. ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ 

3.1 Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» вакцинасын жасау алгоритмі
Вирустық препараттарды өндіру үшін мыналар қажет: микроорганизмдердің жасуша өсінділері, қоректік орта, биореакторда өсіру мен концентрациялауға арналған аппараттар, микроорганизмдерді кептіру және көмекші операцияларды жүргізу, бақылау және басқару құралдары. Оларды тиімді жұмыс істей алатын биотехнологиялық модельге біріктіру үшін вирустық препараттарды өндірудің алгоритмі қажет. Микробиологиялық синтезге негізделген технологиялық процестер кезеңдердің белгілі бірізділігі түрінде ұсынылуы мүмкін және олардың көпшілігі кез-келген микробиологиялық өндіріс үшін кең таралған.
Қазіргі таңда жаңа инновациялық технологиялық жабдықтарын қолдана отырып, вирусологиялық ғылыми-зерттеулерді дамыту негізінде  өндірістің технологиялық кезеңдерінің ең ұтымды режимдерін табуға мүмкіндік туды. 
Биологиялық өнімді өндірудің индустриалды технологиясын интенсификациялау - технологияның материалдық және энергия сыйымдылығының төмендеуімен қатар, шешуші бағыты болып табылатын өзекті  мәселе. Ол үшін технологиялық параметрлер мен заттардың ағынын өлшеу, бақылау және реттеуге арналған компьютерлік бағдарламаларды қолдану кезінде басқарылатын биосинтез процестерін қолдана отырып, заманауи жабдыққа ауысу, дәстүрлі технологияларды жаңарту немесе жетілдіру қажет болды.
Құтырыққа қарсы инактивацияланған вакцинаны алу үшін зерттеу жұмысында биореакторда вирустық массаны өсірудің оңтайлы параметрлері анықталып, өндіріске ұсынылды. Өндірілген инактивацияланған вакцинаның артықшылығы - оның әзірлеу технологиясы жетілдіріліп, дәйекті зерттеліп дәлелденді. 
Өндірілген вакцинаның ауылшаруашылық жануарлар үшін қауіпсіз екені анықталды. Осылайша, жануарлардың құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhаbdovaс®» вакцинасын жасау алгоритмі технологиясына қол жеткізу үшін, масштабты жұмыстар жүргізілді.
Вирустық препаратты өндірудің биотехнологиялық заңдылықтарын зерттеу бойынша қойылған міндеттерді шешу үшін, өндірістің маңызды кезеңдерінің параметрлерін оңтайландыру қажет болды. 
Жұмыстың тағы бір басты мақсаты – халықаралық GMP стандарт талаптарына сәйкес вакцина өндіру (Сурет 6).
Зерттеу жұмыстары 2017 - 2021 жылдар аралығында Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым министрлігі «Ғылым қоры» АҚ қолдауымен  №0206-17-ГК «Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинасын өндірістік жағдайда GMP стандартына сәйкес өндіру» ғылыми жобасы негізінде атқарылды.

 АЯҚТАУ НЫСАНЫ 
ЗЕРТТЕУ 
ӘЗІРЛЕУ КЕЗЕҢІ


Ғылыми гипотеза және зерттеу жұмыстары
Ғылыми әдебиеттерді талдау

Әдістемелік 
нұсқаулар


Вакцина алудың өнеркәсіптік технологиясын әзірлеу




BHK-21 (С-13) C-13 жасуша өсіндісін суспензия әдісімен өсіруді зерттеу
Қоректік орта, температура, 
егу концентрациясы
Технологиялық кезеңдерді әзірлеу




Температура режимі, рН, СО2 
жұқтыру дозасы
Технологиялық нұсқаулар, зертханалық техникалық регламенттер

CVS-11 штамын өсіру параметрлері




Вакцина құрамын әзірлеу, адъювант қосу
Вакцинаның тәжірибелік сериясын әзірлеу

Вирустық суспензияны инактивациялау




Вакцинаның тәжірибелік сериясын зертханалық сынақтан өткізу
Вакцинаның ұйым стандартын әзірлеу, апробациядан өткізу, ҚР АШМ ВБжҚК тіркеу





Сурет 6 - «Rhаbdovaс®» вакцинасын өндіру технологиясы алгоритмі

3.2 Құтырық вирусының өндірістік СVS-11 штамын өсіруге арналған жасуша өсінділерін анықтау және биореакторда суспензиялық әдіспен өсірудің параметрлерін зерттеу

3.2.1 Құтырық вирусы CVS-11 штамына сезімтал жасуша өсінділерін салыстырмалы зерттеу
Зерттеу жұмысы құтырық вирусының CVS-11 штамын әр түрлі жасуша өсінділеріне бейімдеудің әдістерін жетілдіре отырып, алынған вирустық шикізаттың инфекциялық және антигендік белсенділігін жинауға бағытталды. 
Жануарлардағы құтырыққа қарсы инактивацияланған вакцина дайындауға ANSES (Нанси, Франция) құтырық індеті бойынша ХЭБ анықтамалық зертханасы ұсынған өндірістік CVS-11 және референттік СVS-27 штаммдары қолданылды. Бастапқыда бұл штамм – құтырық вирусының Пастер штамының бекітілген туындысы ретінде саналды.
Өндірістік CVS-11 штамының көп мөлшерін алу үшін әр түрлі жасушалық линияларда көбеюін талдау негізінде 4 жасуша өсіндісі таңдалды, атап айтқанда: BHK-21 (С-13) (Baby Hamster Kidney-21 Clon-13) мексикалық және ағылшын сублиниялары - бір күндік сириялық аламанның бүйрек жасушаларынан алынған фибробласт тәрізді үздіксіз өсетін жасуша өсіндісі; Vero (қысқаша Verda Reno) – жасыл маймыл бүйрегінен алынған трансформацияланған эпителиальды жасуша өсіндісі; МDСК (Madin – Darby Canine Kidney Epithelial Cells) – иттің бүйрек жасушасынан алынған өсінді. 
Аталған жасуша өсінділіері «Антиген» ғылыми-өндірістік кәсіпорнының «Жасушалық биотехнология» зертханасының музейінен алынып зерттеу жұмыстарына пайдаланылды. Бұл жасуша өсінділеріне стандартты қоректік орталарға DMEM, Игла МЕМ (ВI Biologial Industiries) қатынасы 8-10% -дық ІҚМ феталдьді қан сарысуын қосу арқылы өсірілді. Моноқабат түзген өсінділерді стерильді Хэнкс ерітіндісімен шайылды. Сонымен қатар, Сабуро, ет пептонды агар, ет пептонды сорпа, тиогликоль қоректік орталарда жұмыстың стерильділігі тексерілді. 
Құтырық вирусы CVS-11 штамының өндірісі үшін жасуша линиясының ең сезімтал субстратын дайындауға ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісін пайдаландық, жасуша өсіндісін өсіру үшін DМЕМ қоректік ортасына 10%-ды фетальді қан сарысуын қосу арқылы моноқабат түзгенше 36,6°С термостатта толық бақылауда ұстадық. 
Жасуша өсіндісі 3-ші тәулікте моноқабат түзді. Жасуша өсінділердің мембраналары айқын көрінді, ядролар сопақша, ядрошықтар әртүрлі пішінде көрінді. 8 тәулікке дейін цитоплазмасы таза, қышқылдық ортасы рН 7,5 тұрақты түрде болды. Толық моноқабат түзген жасуша өсінділерін құтырық штамын жұқтыруға жіберуге болады. 
Зерттеу барысында жасуша өсінділері сұйық азоттан алынғаннан кейін, 24 сағаттан соң бақылағанда 50,0 – 80,0 % аралығында өміршеңдігін сақтап қалғандығын көрсетті. Əрбір жасуша өсіндісінің төлқұжаттық мəліметтері бойынша морфологиялық көрінісі тұрақты өзгеріссіз моноқабат түзді. Үздіксіз өсетін жасуша өсінділерінің моноқабат түзу мерізімі 4-5 тəулікті құрады, 1-ші пассаждан кейін жасуша өсінділері 3-4 пассажда 1:2, 1:3 коэффициентпен өсірілді.
ВНК-21 (С-13) (мексикалық сублиния), ВНК-21 (ағылшын сублиниясы), Vero жəне МDСК жасуша өсінділері моноқабат түзу нəтижесі (х70) есе үлекейтілген микроскопиялық көрінісі (Сурет 7).
Көрсетілген жасуша өсінділері құтырық вирусымен жұқтыруға дайын болып саналды. Жасуша өсінділерін вируспен зақымдау үшін инфекциялық белсенділігі 7,0 lg MLD/см3 құрайтын өндірістік CVS-11 штаммы қолданылды. Вирустық материалды жасуша өсіндерінің моноқабатына 1:100 жұқтырып, 37°С температурада, 5 тəулік бойы инкубацияланды және бақылауға алынды.
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	а. ВНК-21 (мексикалық сублиния)
	b. ВНК-21 (ағылшын сублиниясы)
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	с. VERO

	d. МDСК

	Cурет 7 – Жасуша өсінділерінің тәуліктік моноқабат түзуінің микроскопиялық көрінісі (үлкейтілген х70) 



CVS-11 штамына әрбір жасуша өсіндісінің сезімталдығын зерттеуде құтырық вирусының титрі Рид-Менч әдісі арқылы анықталып, тәжірибелер сериясы жүргізілді (Кесте 1). 

Кесте 1 - Өндірістік CVS-11 штамына сезімтал жасуша өсінділері (Инфекциялық белсенділік lgТЦӘ50/см3). М ± m, n=10.

	Вирустық штамм
	Пассаж №

	[bookmark: OLE_LINK6]Жасуша өсіндісіндегі вирустың титрі 
[bookmark: OLE_LINK7]lg TЦӘ50/см3

	
	
	[bookmark: OLE_LINK3]ВНК-21(М)*
	[bookmark: OLE_LINK4]Vero
	[bookmark: OLE_LINK5]МДСК
	[bookmark: OLE_LINK15]ВНК-21 (А)*

		
CVS-11

	1-3
	[bookmark: OLE_LINK61][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK62]4,75 ± 0,22
	[bookmark: OLE_LINK63][bookmark: OLE_LINK64]3,50 ± 0,19
	[bookmark: OLE_LINK65][bookmark: OLE_LINK66]2,75 ± 0,5
	[bookmark: OLE_LINK67][bookmark: OLE_LINK68]2,50 ± 0,5

	
	[bookmark: OLE_LINK1]4-6
	[bookmark: OLE_LINK161]5,25 ± 0,20
	[bookmark: OLE_LINK163]3,75 ± 0,00
	[bookmark: OLE_LINK165]3,00 ± 0,5
	[bookmark: OLE_LINK167]2,75 ± 0,5

	
	[bookmark: OLE_LINK2]7-10
	[bookmark: OLE_LINK162]6,00 ± 0,15
	[bookmark: OLE_LINK164]4,25 ± 0,01
	[bookmark: OLE_LINK166]3,75 ± 0,08
	[bookmark: OLE_LINK168]3,00 ± 0,14

	
Ескерту: (М)*- мексикалық сублиния; (А)* – ағылшын сублиниясы



Зерттеудің нəтижелері 1-ші кестеде және 9-шы суретте (Graphpad 9.0) көрсетілгендей, CVS-11 құтырық вирусының штаммы тұрақты түрде 7-10 пассаждаудан кейін ВНК-21 (С-13) (М)* 6,00 ± 0,15 lg TЦӘ50/см3; VERO жасуша өсіндісінде 4,25 ±  0,01 lg TЦӘ50/см3; МDСК жасуша өсіндісінде 3,75 ± 0,08 lg TЦӘ50/см3; ВНК-21 (А)* жасуша өсіндісінде титрі 1,50 ±0,14 lg TЦӘ50/см3 болды (Сурет 8). Вирусты жинау процедурасы жұқтырылған жасуша өсіндісіне сүйемелдеу ортасын сол құрамдағы жаңа қоректік ортамен ауыстырылып тұрады. 

	


	мұндағы: ns –айтарлықтай айырмашылық жоқ; **** P <0,0001 (сенімді нәтиже); Деректер орташа геометриялық титрлер (ОГТ) ретінде көрсетілген ± стандартты орташа қате (SEM) 4 жасуша өсіндісі, талдауды екі жақты ANOVA арқылы жүргіздік, әрі қарай Tukey бірнеше салыстыруында тексерілді.



Сурет 8 - CVS-11 штамына сезімтал жасуша өсінділері

Сыналған жасуша өсінділері линиясы ішінде үздіксіз өсетін жасуша өсіндісі ВНК-21 (М)* стационарлық жəне суспензиялық əдістермен жеңіл бейімделеді. 
Салыстыруға алынған басқа да жасуша өсінділеріне қарағанда, ВНК-21 мексикалық сублиниясы 1,5 л матраста жасуша концентрациясы 0,3 - 0,5 млн/см3 құрады және құтырық вирусының титрі тұрақты түрде 6,00 ± 0,15 lg TЦӘ50/см3 көрсетті. Құтырық вирусын репродукциялауға субстрат ретінде ВНК-21 (С-13) (М) жасуша өсіндісін қолдануға болатындығы анықталды және келесі зерттеулерде қолданылды.

3.2.2 Биореакторға суспензиялық әдіспен ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісін бейімдеу
Биологиялық препараттарды өндірістік жағдайда өндіруде вирус және жасуша өсіндісін өсіру маңызды орын алады. Вирустық препараттардың ауқымды көлемін алу үшін стационарлық әдіске қарағанда, суспензиялық әдіспен биореакторда өсіру артықшылығы зерттелді. Сонымен қатар, биореакторда өсіру вирустың өнімділігін, өсіру параметрлерінің тиімділігін арттырады.
Осыған байланысты біздің келесі зерттеуімізде суспензиялық әдіспен құтырық вирусын Bailun Bio (20 л) биорекаторда үздіксіз өсетін ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінде өсіру технологиясының параметрлері анықталды.  Биореакторда ВНК-21 (С-13) жасуша линиясын өсіру үшін DMEM 10% ІҚМ қансарысуы қосылған, Игла 199 қоректік ортаны қолдана отырып, (37 ± 0,5)°С температурада ауа ағынымен аэрация көлемі 0,3 л/сағ. жүзеге асырылды. 
Зерттеу барысында суспензиядағы ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінің көбею белсенділігіне қоректік ортаның әсері бағаланды. Биореакторда суспензиялық әдіспен өсіру үшін ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісінің әр түрлі концентрациялары 140-200 мың. ж/см3, 200-300 мың. ж/см3  және  300-400 мың. ж/см3 жасуша өсіндісін қоректік ортаға егіп, 72 сағат бойы жасушалардың өсімін бақылауға алдық.
Өсірілген BHK-21 (С-13) жасуша линиясының концентрациясын салыстырмалы талдауды жылдам бағалауға арналған заманауи оптикамен, автофокуспен және кескінді талдау бағдарламалық Countess™ II құралымен есептелді. Бұл есептегіштің тиімділігі – жасушаларды қолмен санаудың субъективтілігін жойып, нәтижелердің қайталану мүмкіндігін айтарлықтай арттыруға мүмкіндік береді. 
Countess II есептегіші 10 секундта жасушалардың жалпы санын, өміршеңдігін және орташа жасуша саны деректерін нақтылайды. Countess II автоматты жасуша есептегіштің өлшеу диапазоны 1x104-тен 1x107 жасуша/см3 дейін (оңтайлы диапазон 1x105 - 4x106 жасуша/см3) созылады. Жасушаның тіршілікке қабілеттілігін дәл бағалау үшін оңтайлы жасуша өлшемі 7- 60 мкм, ал санау шамамен 4 мкм бөлшектер үшін жұмыс істейді. Жасуша санын өлшеу диапазоны: 5 - 60 мкм; Концентрация диапазоны, жасушалар/см3 (1×10⁴ – 1×10⁷), ең аз үлгі көлемі (10 мкл), өңдеу уақыты(10 секунд), трипан көк 0,4% қосылды, оптикалық масштабтау автофокус (x - 2,5).
Талдау үш қарапайым әдіспен орындалды: 
а) 10 мкл үлгіні 10 мкл (0,4%) трипан көгімен 1:1 қатынасында араластырып, дозатор көмегімен бір реттік қолданылатын камера слайдына (кассета) тамызамыз; 
b) Слайдты Countess II автоматты жасуша есептегіш құрылғыға саламыз; 
c) Нәтижені есептептейміз. 
Суспензиялық әдіспен өсіру кезінде Countess II автоматты жасуша есептегіші арқылы анықтағанда: 24 сағатта жасушалардың бастапқы егу концентрациясы 140 - 200 мың.ж/см3 кезіндегі жасушалардың өсу саны 400 ± 50 мың.ж/см3 көрсетті, жасуша өміршеңдігі 90,5% құрады; 200 - 300 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсу саны 650 ± 50 мың.ж/см3, жасуша өміршеңдігі 92% құрады; 300 - 400 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсім саны 820 ± 50 мың.ж/см3, жасуша өміршеңдігі 90%.
48 сағатта жасушалардың бастапқы егу концентрациясы 140 - 200 мың.ж/см3 кезіндегі жасушалардың өсу саны 630 ± 50 мың.ж/см3, жасуша өміршеңдігі 91%; 200 - 300 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсу саны 1,81 ± 50 мың.ж/см3, жасуша өміршеңдігі 92% құрады; 300 - 400 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсім саны 980 ± 50 мың.ж/см3 жасуша өміршеңдігі 90,8% құрады.
72 сағатта жасушалардың бастапқы егу концентрациясы 140 - 200 мың.ж/см3 кезіндегі жасушалардың өсу саны  520 ± 50 мың.ж/см3 жасуша өміршеңдігі 85 %; 200 - 300 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсу саны 890 ± 50 мың.ж/см3 жетті, жасуша өміршеңдігі 83% құрады; 300 - 400 мың.ж/см3 егу концентрациясы кезіндегі жасуша өсім саны 730 ± 50 мың.ж/см3, жасуша өміршеңдігі  80% болды (Кесте 2). 

Кесте 2 – Биореакторда суспензиялық әдісіпен ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісін өсіру үшін егу концентрациясын анықтау.

	Қоректік орта
	Жасушалар саны, мың. ж/см3
	Бақылау кезіндегі жасушалардың концентрациясы (x106/см3) және өміршеңдігі (%), өсіру уақыты (сағ), (Х±m)

	
	
	24
	48
	72

	DMEM, 
199 +10% 
ІҚМ қансарысуы
	140-200
	400 ± 50 (90,5)

	630 ± 50 (91)
	520 ± 50 (85) 

	
	200-300
	650 ± 50 (91)
	1,81 ± 50 (92)
	890 ± 50 (83)

	
	300-400
	820 ± 50 (90)
	980 ± 50 (90,8)
	730 ± 50 (80)



Нәтижесінде алынған егу концентрациялары 200 - 300 мың.ж/см3  мен 300 - 400 мың.ж/см3 арасында жасуша өсімінің санында айтарлықтай айырмашылық болмады. Ары қарай жасуша өсінділерін бақылау барысында, 72 сағаттық өсіру уақытында жасуша өсімінің өміршеңдігі төмендей бастады (Сурет - 9).
Зерттеу нәтижесінде, өнеркәсіптік өндірісте биореакторда BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісін (37 ± 0,5)°С температурада, рН мәні 7,2 ± 0,4, 72 сағатқа дейін өсіру, егу концентрациясы ретінде 200 - 300 мың.ж/см3 саны оңтайлы деп таңдалды, себебі бүкіл циклды өндіріс кезеңдеріне сәйкес реттеуге мүмкіндік берді, ал егу концентрациясын анықтау қажетті уақытта биомассаның максималды шығымын алуға тиімді болды. 


	

	 Results:
	Concentration

Total
Live
Dead


92%
             8%

1.81 x 106/ml
1.67 x 106/ml
1.41  x 105/ml
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	Ескерту:     – тірі жасушалар саны;        – өлген жасушалар саны

	
Сурет 9 - Суспензиялық әдісіпен BHK-21 (С-13) өсіру кезіндегі жасуша өсіндісінің 48 сағаттық өсім көрсеткіші



3.2.3 BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамын өсірудің параметрлерін анықтау
Тиімді вакцина алудың негізгі критерийі - вирустық массаның сапасы мен мөлшері болып табылады. Вирустың сәтті көбеюі, ең алдымен, жасушалық субстраттың сезімталдығына байланысты. Құтырық вирусы өндірістік CVS-11 штамын жасуша өсіндісінде өсірудің шарттары: жұқтыру дозасы, инкубациялау уақыты, температура, қоректік және сүйемелдеу ортасындағы қан сарысуының концентрациясы және әдістің тиімділігі.
Зерттеу жұмысымыздың мақсаттарының бірі - құтырық вирусының CVS-11 штамын BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде стационарлық және суспензиялық әдістермен салыстырмалы өсіру болды. CVS-11 штамын үздіксіз өсетін ВНК-21 жасуша өсіндісінде көбейту үшін 1,5 л. матрастар мен Bailun Bio (20 л) биорекаторы қолданылды. 
Вирус жасуша өсіндісінде 1 сағат бойы (37 ± 0,5)°С температурада адсорбцияланғаннан кейін, 199 және DMEM сүйемелдеу ортасы енгізілді және вирус-жасуша жүйесі 37°С температурада 72 сағатта инкубацияланды. Жасушалық моноқабатта вирустың цитопатиялық әсерінің (ЦПӘ) қалыптасуын жарық микроскоптың көмегімен күнделікті бақылау жүргізілді.
Құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамының жұқтыру дозасын анықтау мақсатында вирустың әр түрлі 0,001, 0,01, 0,1 дозаларын BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне егу арқылы өсу динамикасына бақылау жүргізілді. Countess II автоматты жасуша есептегіші көмегімен инфекциялық белсенділік титрі анықталды (Кесте 3). 

Кесте 3 - Әр түрлі жұқтыру дозасына байланысты ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісіне құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамының жинақталу деңгейі.

	Вирус жұқтырған доза,
ТЦӘ50/жасуша
	t°C
	Вирусты өсіру мерзімі, тәулік
	Инфекциялық белсенділік титрі, 
lg ТЦӘ50/см3, (Х±m)

	0,001
	
37 ± 0,5
	5-6
	4,75 ± 0,19

	0,01
	
	5-6
	5,75 ± 0,05

	0,1
	
	5-6
	6,25 ± 0,01



3-кестеде келтірілген мәліметтерден құтырық вирусының CVS-11 штамының максималды жинақталуы вирусты өсіру мерзімі 5-6 тәулікте 0,001 ТЦӘ50/ж жұқтырған дозада 4,75 ± 0,19 lg ТЦӘ50/см3 титрінде байқалды. Алайда, жасуша өсіндісінде 0,01 ТЦӘ50/ж жұқтыру дозасында 5,75 ± 0,05 lg ТЦӘ50/ж титр және 0,01 ТЦӘ50/ж жұқтыру дозасы кезінде инфекциялық белсенділік титрі 6,25 ± 0,01 lg ТЦӘ50/см3 жетті. Алынған 0,01 -0,1 ТЦӘ50/ж жұқтыру деректерін статистикалық өңдегенде сыналған штаммның осы дозалары арасында айтарлықтай айырмашылықтар болған жоқ (P>0,2). 
Келесі зерттеу жұмыстарына құтырық вирусының жұқтыру дозасы ретінде 0,01 - 0,1 lg ТЦӘ50/ж  қолданылды.
Стационарлық және суспензиялық әдіспен ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісіне құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамын өсіру уақытын анықтау үшін 0,1 ТЦӘ50/ж  дозада жұқтырып (37 ± 0,5)°C температурада, 5% көмірқышқыл газының атмосферасында 24, 48, 72, 96 сағатқа  инкубацияланды (Кесте 4). Содан кейін минус 40°C температурада тоңазытқышқа  мұздатуға 12-18 сағатқа қойылды және вирустың титрін анықтау үшін әр матрастан үлгілер алынды.

Кесте 4 - Өсіру ұзақтығына байланысты құтырық вирусының жинақталу динамикасы.
n=3
	Жасуша өсіндісі
	Өсіру уақыты, сағат
	Вирус титрі, lg ТЦӘ50/см3

	
	
	стационарлық
	суспензиялық

	
ВНК-21 

	24
	2,50 ± 0,30
	3,25 ± 0,09

	
	48
	4,75 ± 0,05
	5,75 ± 0,19

	
	72
	6,50 ± 0,01
	7,12 ± 0,14

	
	96
	6,25 ± 0,15
	7,00 ± 0,02



 4-кесте мәліметтері бойынша өсіру әдістерін салыстырмалы бақылау кезінде барлық сыналған инкубация кезеңдерінде құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамының өсімін байқауға болады, бірақ 72 сағатқа дейін құтырық вирусының жинақталу динамикасы: стационарлық әдіспен өсірілген вирустың инфекциялық титрі 6,50 ± 0,01 lg ТЦӘ50/см3; суспензиялық әдіспен өсірілген вирустың инфекциялық титрі 7,12 ± 0,14 lg ТЦӘ50/см3 дейін жетті.  Ал, 96 сағаттық инкубациялау белсенділігі lg ТЦӘ50/см3 өсім көрсеткішінің одан әрі төмендегенін байқатты. 
Жүргізілген зерттеу нәтижесінде өндірістік жағдайда вакцина дайындауға белсенді вирустық биомассаны алуға 72 сағатта суспензиялық әдіспен өсіру уақыты таңдалды. Өндірістік штаммның инфекциялық белсенділігі жасуша моноқабатындағы цитопатиялық әсері фазалық-кереғарлық (контраст) микроскоптың көрінісімен бағаланды. 
Жасуша өсіндісінің бір сериясын қолдана отырып, вирусты бірнеше рет алуға болады, өйткені құтырық вирусын сұйықтыққа шығару жасушаларға аса зиян келтірмейді. Құтырық вирусының CVS-11 штамын өсірудің жоғарыда аталған әдістердің параметрлерінің сипаттамасы 5-кестеде берілген. 

Кесте 5 - Құтырық вирусы CVS-11 штамын өсіру параметрлері.

	Көрсеткіштер
	Жасуша өсіндісінің параметрлері

	
	Стационарлық
	Суспензиялық

	Егу концентрациясы (мың/см3)
	140 - 200
	200 - 300

	Моноқабат алу уақыты (сағ)
	24
	24

	Жасуша өсіндісін оңтайлы өсіру уақыты (сағ)
	72
	72

	Жұқтыру дозасы (ЛД50/жасуша)
	0.01-0.1
	0.01-0.1

	Өсіру шарттары (рН мәні) 
	7,2 ± 0,05
	7,2 ± 0,05

	Жасуша өсіндісі температурасы (°C)
	37 ± 0,5
	37 ± 0,5

	Инфекциялық вирус титрі
(Ig ЛД50/см3) M ± m
	6,50 ± 0,01
	7,12 ± 0,14



5-кестеде келтірілген зерттеулердің нәтижесінде вирусты өсіру үшін ең қолайлы температура 36,5-37,0°C және қышқылдық ортасы (рН мәні 7,2-7,4). Вирустың максималды жинақталуы 0,01 - 0,1 ЛД50/см3 дозада cтационарлық өсіру әдісі кезінде жасушалардың оңтайлы бастапқы егу концентрациясы 140-200 мың/см3, ал суспензиялық өсіру кезінде 200-300 мың/см3. Көптеген ғылыми деректерде, моноқабатты өсіру кезінде құтырық вирусының CVS-11 штаммы 6,50 ± 0,01 Ig ТЦӘ50/см3 титрлерінде тұрақты жиналады, ал суспензиялық өсіру кезінде 7,12 ± 0,14 lg ТЦӘ50/см3.
Вирустың жасуша өсіндісінде өсуі көбінесе инкубация температурасына байланысты, сондықтан вирустық өсіндіні өсірудің оңтайлы температуралық режимін анықтау маңызды.
Келесі зерттеуімізде осы факторға тәуелділікті анықтау үшін суспензиялық әдісте, әр түрлі 30°C, 33°C, 35°C және 37ºС инкубациялық температураларда BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамының жинақталуын анықтадық (Кесте 6).

Кесте 6 - Әр түрлі температуралық режимде BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне құтырық вирусын өсіру 
n-3
	Температура 
(±0,5)ºС
	Өсіру 
ұзақтығы 
(сағ)
	Вирус титрі lg ТЦӘ50/см3


	
	
	1 пассаж
	2 пассаж
	3 пассаж

	30
	

72
	3,25 ± 0,14
	4,25 ± 0,19
	4,75 ± 0,16

	33
	
	4,00 ± 0,27
	4,50 ± 0,17
	5,00 ± 0,22

	35
	
	5,25 ± 0,12
	5,50 ± 0,21
	5,75 ± 0,12

	37
	
	5,75 ± 0,01
	6,00 ± 0,05
	6,25 ± 0,14

	40
	
	3,25 ± 0,27
	3,00 ± 0,17
	2,75 ± 0,22



6-шы кесте және 10 -сурет деректері бойынша биореакторда құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамын өсіру барлық сыналған температураларда көбейетіндігі көрсетілген. 30°C температуралық режимдерінде 3 тәулікте  вирус титрі 4,75 - 0,16 lg ТЦӘ50/см3 жетті. 33°C температуралық режимде 3 тәулікте вирус титрі  5,00 ± 0,22 lg ТЦӘ50/см3 жетті. 35 температурада 3 тәулікте өсірудің артуы байқалды, вирус  титрі 5,75 ± 0,12 көрсетті. Өсірудің 37°C температурасында 3 тәулікте вирус титрі 6,25 ± 0,14 lg ТЦӘ50/см3 жетіп, 40°C өсіру температурасында 3 тәуліктік жасуша өсімі тоқтап, вирус титрі 2,75 ± 0,22 lg ТЦӘ50/см3 құрады. Нәтижесінде, үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының CVS-11 штамын өсіру үшін оңтайлы температура 37 ± 0,5ºС болды, өйткені осы температурада оның инфекциялық белсенділігінің ең жоғары көрсеткіші (6,25 ± 0,14) lg ТЦӘ50/см3 алынды (Сурет 11).

	

	


	
Сурет 11 - Биореакторда әр түрлі температурада BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне құтырық вирусын өсіру режимі.



[bookmark: OLE_LINK16]Келесі кезеңде өсу процесінде BHK-21 (С-13) жасуша линиясында құтырық вирусы синтезі үшін қажет қоректік ортада ерітілген оттегіні үнемі қолданылады. Сондықтан қоршаған ортаны оттегімен қамтамасыз ету вирустың өсуі мен жинақталу жылдамдығына айтарлықтай әсер етеді. Қоректік ортада оттегінің жетіспеушілігімен жасуша өсіндісінің өсуі төмендейді, өйткені тыныс алу процесімен қатар қалдықтардың жинақталу процесі жүреді, ал құрамында СО2 бар заттың бір бөлігі биомассаның жиналуына жұмсалмайды. Артық аэрация да оң нәтиже бермейді. Жасуша өсіндісін өсіру үшін оттегінің мөлшерімен қамтамасыз ету қажет. Ортаға енгізілген О2 мөлшері жасушалардың өсіміне, олардың тыныс алу жүйесі мен энергия материалдарының пайда болу жағдайларына байланысты. Аэробты жағдайлар биореактор құрылымында және сүзгі жүйелері арқылы ауаны автоматты түрде беру жүйесімен қамтамасыз етіледі. Жасуша өсіндісінде құтырық вирусының жинақталуын талдау кезінде максималды өсуі қоректік ортаның 1мин. 0,5-0,7л ауа көлемінің қатынасы арқылы алынды, бұл 70 мл/см3 аэрация дәрежесіне сәйкес келді (Сурет 12).

	

	




	мұндағы: деректер әр топтағы 1литрге 0,7 ауа көлемінің 20 - 90 мл/см3 аэрация дәрежесінің сәйкестігі құтырық вирусының жинақталуының орташа (SEM) ± стандартты қатесін көрсетеді; ***P<0,001; ns - айырмашылықтар көп емес; талдау екі жақты ANOVA-мен жүргізілді, содан кейін бірнеше Turkey салыстыру сынағы арқылы жүргізілді.

	
Сурет 12 - Жасуша линиясы биомассасының өсуіне 70 мл/см3 аэрация дәрежесінің әсері



Сонымен қатар, BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының CVS-11 штамын өсірудің анықталған параметрлерін анықтау барысында ЦПӘ деңгейі күнделікті (Motic AE31 инвертирлі микроскоп) бақылауға алынып, әр зерттеу кезеңдерінде төмендегідей көрініске ие болды. Жасушаларда симпластар пайда болып, фрагментациялар нақты байқалып, морфологиялық өзгерістер тіркелді. Өсіндінің моноқабатында деструкциялық сипаттама 25 пассаждан кейін айқын көрінді.
Құтырық вирусының CVS-11 штамын суспензиялық және стационарлық әдіспен өсіру кезінде алынған сынама үлгілерін иммунофлуоресценция әдісімен анықталды.
Әдістің мақсаты таңбаланған антиденелерді телімді антигенмен байланыстырып және люминесцентті микроскоптың көру аймағында препараттың жарқыраған «антидене – антиген» кешендерін бақылау.
BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіне жұқтырған өсіндіні, ауру жануарлардың миының әртүрлі бөліктерінен алынған жағынды препараттар ИФӘ зерттелді. Бақылау ретінде жұқтырылмаған жасуша өсіндісі және сау жануарлардың миының әртүрлі бөліктерінен алынған жағынды препараттар қолданылды.
Жоғарыда жүргізілген зерттеулермен қатар, жасуша өсіндісінде өсірілген құтырық вирусының CVS-11 штамының антигенін анықтау үшін  24 ұяшықты плашкада өсірілген жасушалар пайдаланылды. Плашкада жұқтырылған жасуша өсінділері 48-72 сағат аралығында 37°C температурада инкубацияланды.
Құтырық вирусының CVS-11 штамының антигенін анықтау үшін  иммунофлуоресценция әдісімен зерттедік. Ол үшін дайындалған плашкалар ауада кептіріліп, салқындатылған ацетонға минус 8-20°C температурада 30 минут бекітілді. Диагностикалық антирабиялық иммунофлуоресценциялық иммуноглобулинді плашкалар бетіне біркелкі тамызып, 37°C температурада 30 мин инкубацияланды. Содан кейін 0,01М фосфат буферінің немесе тұзды ерітіндіде екі рет жуылып, әр жолы 30 минуттан ұсталды, әрі қарай дистилденген сумен жуып, ауада кептірді. Дайын болған жағынды плашкаларды люминесцентті (Olympus ВХ 53 көп функционалды) микроскоптың көмегімен жүзеге асырылды. Микроскопиялау нәтижесінде құтырық вирусының антигені бар жағынды плашкаларда жасуша нейрондарының әр түрлі өлшемдегі және пішіндегі ашық жарқыраған сары-жасыл түйіршіктер көрінді. Ал, жұқтырылмаған жасуша өсінділері күңгірт сұр-сары немесе жасылдау түске боялды.
Бақылау үлгісінде құтырық вирусын жұқтырмаған үздіксіз өсетін ВНК-21 (С-13) жасуша линиясында типтік жарқырауы жоқ, торша өсіні жасыл-күңгiрт түспен боялды. Боялған бақылаулық оң және теріс препараттарды микроскопиялау тексеру нәтижелері бес баллдық шкаламен бағаланды: «4+» - сарғыш-жасыл түсті жарқылдардың пайда болуы және гранулалар мен майда нүктелердің (қиыршықтардың) люминесценциясы; «3+» - анық көзге түсетін жеткілікті ашық сарғыш-жасыл түске боялуы арқылы гранулалар мен ұсақ нүктелердің люминесценциясы; «2+» - ашық жасыл түсті жарқылдардың люминесценция; «1+» - сарғыш сұр түсті ірі ғана гранула-қосындылардың анықталған көмескі люминесценция; «−» - тәнді люминесценцияның анықталмауы (Сурет 13). Жүргізілген зерттеулер бойынша, BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының CVS-11 штамын өсірудің анықталған параметрлері өндірістік жағдайда құтырыққа қарсы вакцина алу технологиясында қолдану ұсынылады. 
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	Сурет 13 - BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісіндегі құтырық вирусы 
CVS-11 штаммы



3.2.4 CVS-11 штамын өсіруде сүйемелдеу ортасының құрамындағы қан сарысуының концентрациясын анықтау
Вирусты in vitro өсіру кезінде олардың жинақталу деңгейі, сондай-ақ сезімтал жасушалық ортада қоздырушының көбеюін қамтамасыз ететін қоректік ортаның құрамындағы маңызды компоненттерінің бірі ірі қара малдың фетальді қан сарысуының концентрациясына байланысты. Осы мақсатта BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамын өсірудің оңтайлы жағдайларын таңдағанда, DMEM қоректік ортасының құрамындағы ІҚМ фетальды қан сарысуы концентрациясының әсерін анықтау бойынша зерттеулер жүргізілді.
Ол үшін вирустың өсуі кезінде құрамында 1,0%, 2,0%, 3,0% 5,0% және 10% концентрациялы ірі қара малдың фетальді қан сарысуы бар сүйемелдеу қоректік ортасы қолданылды. Жасуша өсіндісінде вирустың жинақталу деңгейіне сүйемелдеу ортасы құрамындағы фетальді қан сарысуы концентрациясының әсері 7 кесте, 17 суретте көрсетілген.

Кесте 7 - Қоректік ортадағы фетальді қан сарысуы концентрациясының құтырық вирусының жинақталу деңгейіне әсері.
n-3
	[bookmark: OLE_LINK25]Сүйемелдеу ортасындағы ІҚМ фетальді қан сарысуының концентрациясы, %
	ЦПӘ байқалуы, сағат
	[bookmark: OLE_LINK57]Вирус титрі, lg ТЦӘ50/см3(Х±m) сүйемелдеу ортасы мен ІҚМ қан сарысуының % -дық мөлшері

	
	
	1 пассаж
	2 пассаж
	3 пассаж

	1,0
	72
	4,75 ± 0,21
	5,00 ± 0,14
	4,75 ± 0,22

	2,0
	72
	[bookmark: OLE_LINK37]4,55 ± 0,25
	[bookmark: OLE_LINK38]5,25 ± 0,09
	[bookmark: OLE_LINK39]4,50 ± 0,11

	3,0
	72
	[bookmark: OLE_LINK45]5,00 ± 0,14
	[bookmark: OLE_LINK46]4,75 ± 0,08
	[bookmark: OLE_LINK47]5,25 ± 0,12

	5,0
	72
	[bookmark: OLE_LINK48]5,25 ± 0,01
	[bookmark: OLE_LINK49]4,50 ± 0,25
	[bookmark: OLE_LINK50]4,75 ± 0,10

	10
	72
	4,75 ± 0,50
	4,50 ± 0,14
	4,75 ± 0,28

	бақылаулық
	48 - 72
	[bookmark: OLE_LINK54]4,50 ± 0,25
	[bookmark: OLE_LINK55]4,25 ± 0,14 
	[bookmark: OLE_LINK56]4,50 ± 0,14



7-кесте мәліметтері көрсеткендей, қоректік ортадағы фетальді қан сарысуы концентрациясының құтырық вирусының жинақталу деңгейіне әсерін салыстырмалы бақылау барысында 1,0 -10 % концентрацияларда шамамен бірдей дәрежеде (4,75 - 5,25 lg ТЦӘ50/см3 ) титрде жинақталды. Сондықтан, жүргізілген зерттеулердің нәтижелері BHK-21(С-13) жасуша өсіндісінде құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамын өсіруде сүйемелдеу ортасының құрамындағы қан сарысуының концентрациясын анықтауға мүмкіндік берді (Сурет 14).

	


	[bookmark: OLE_LINK17]мұндағы: 1%, 2%, 3%, 5%, 10% ІҚМ қан сарысуының сүйемелдеу ортасындағы концентрациясы; **** P <0,0001 (сенімді нәтиже); талдау екі жақты ANOVA әдісімен орындалды және Tukey бірнеше салыстыру сынағынан өтті.

	
Сурет 14 - Сүйемелдеу қоректік ортасындағы қан сарысуының % -дық мөлшерінің құтырық вирусының жинақталу деңгейіне әсері


Алынған деректерге сүйене отырып, құтырық вирусының белсенді биомассасын алу үшін  жасушалар өсіндісін 0,1 немесе 0,01 ТЦӘ50/ж дозаларда жұқтыру және өсіруге арналған DMEM сүйемелдеу ортасындағы ІҚМ қан сарысуының 2,0% концентрациясы оңтайлы деп саналып, 72 сағат ішінде (37 ± 0,5)ºС температурада өсіру параметрлері таңдалды, өйткені бұл концентрация вирусты өсірудің жүйесі бүкіл кезеңінде жасуша моноқабатының тұрақтылығын және оның осы өсіндіде максималды жинақталу деңгейін қамтамасыз етеді.

3.2.5 Өндірістік CVS-11 штамының биологиялық белсенділігін бақылаудың нәтижелері
Стационарлық және суспензиялық әдіспен өсіру арқылы алынған вирустық материалдарды жинағаннан кейін ыдыстар тоңазытқышта төмен 20°C температурада, 24 сағат тоңазытылды, содан кейін вирустық бөлшектерді бұзылмаған жасушаларға шығару үшін бөлме температурасында ерітілді.
Өсірудің әдістерін салыстырмалы талдау үшін, CVS-11 штамының құрамында вирусы бар суспензиясының биологиялық белсенділігін анықтау Рид және Менч әдісімен жүзеге асырылды, ары қарай үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісі линиясы залалсыздандырылды.
Суспензиялық өсіру - бұл құтырыққа қарсы вакцинаны өндірудің тиімді әдісі, BHK-21 (С-13) үздіксіз өсетін жасуша линиясы үшін де, құтырық вирусының CVS-11 штамын көбейту үшін де барлық қажетті жағдайларды қамтамасыз етіп, еңбек сыйымдылығын төмендетіп, қысқа мерзімде жоғары антиген титрін алуға мүмкіндік берді. Осы әдістемеге сәйкес 10-1-ден 10-7-ге дейін вирусы бар суспензияны титрлеу жүргізілді. Алдын-ала пробиркаларда өсірілген бір тәуліктік моноқабат жасуша өсіндісінің әр сұйылтпасына 4 пробиркаға жұқтырылды. 
Зерттеу 10 күн бойы жүргізіледі, ЦПӘ деңгейін бақылау күнделікті микроскопияланды және қоректік ортаның үнемі ауыстырылуы қадағаланды. Стационарлық әдіспен өсіруде сынақ материалының титрі орташа есеппен 6,50 lg ТЦӘ50/см3, ал суспензиялық өсіру кезінде орташа мәндер 7,00 lg ТЦӘ50/см3 құрады. 
Құтырық вирусы CVS-11 штамын өсіру әдістерін салыстырмалы бақылау кезіндегі биологиялық белсенділігін анықтау бойынша қорытындылай келе, стационарлық өсіру кезіндегі вирустың инфекциялық белсенділігі 10-6 дәрежесінде титрі 6,25 lg ТЦӘ50/см3 көрсетті, бұл 1 см3 шамамен вирустың 1,5 млн.ж/см3 құрайды, бұл әдеби деректерге сәйкес келеді, 10-6 өсіруде цитопатиялық әсері зерттеудің соңғы күндерінде ғана байқалды, ал 10-7 өсіруде вирустың ЦПӘ жүрмеді. 
Суспензиялық өсіру әдісінің вирустың титрінің белсенділігін анықтау бойынша зерттеулерде вирустық сұйылтпасының 10-7 дәрежесіндегі титрі 7,25 lg  ТЦӘ50/см3 көрсетті, бұл 1 см3 шамамен вирустың 2,0 млн.ж/см3 құрайды. Сұйылтудың 10-7 кезіндегі вирустың цитопатиялық әсері 3 пробиркада анық көрінді, ал 4-ші пробиркада ЦПӘ болған жоқ (Кесте 8, Сурет 15).

Кесте 8 – CVS-11 штамын стационарлық және суспензиялық әдіспен өсірудің биологиялық белсенділігін анықтау нәтижесі.

	[bookmark: OLE_LINK95]Вирус титрі
lg ТЦӘ/см3
	Өсіру 
ұзақтығы 
(сағ)
	[bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK28]Стационарлық әдіспен өсіру кезіндегі құрамында вирусы бар материалдың титрі, lg ТЦӘ50/см3
	[bookmark: OLE_LINK94][bookmark: OLE_LINK30]Суспензиялық өсіру кезіндегі құрамында вирусы бар материалдың титрі, lg ТЦӘ50/см3

	[bookmark: OLE_LINK31]10-1
	


48 - 72
	[bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK32]1,50 ± 0,14  
	1,75 ± 0,05  

	[bookmark: OLE_LINK88]10-2
	
	2,25 ± 0,11  
	2,50 ± 0,14  

	[bookmark: OLE_LINK89]10-3
	
	3,50 ± 0,25  
	3,75 ± 0,50  

	[bookmark: OLE_LINK90]10-4
	
	4,25 ± 0,21  
	4,50 ± 0,25  

	[bookmark: OLE_LINK91]10-5
	
	5,50 ± 0,02  
	5,75 ± 0,03  

	[bookmark: OLE_LINK92]10-6
	
	6,25 ± 0,05  
	6,50 ± 0,08  

	[bookmark: OLE_LINK93]10-7
	
	-
	7,25 ± 0,14  



	

	



	[bookmark: OLE_LINK20]мұндағы: ns – айтарлықтай айырмашылық жоқ; **** P <0,0001(сенімді нәтиже); талдау екі жақты ANOVA арқылы жүргізілді, Tukey бірнеше салыстыру сынағымен тексерілді.

Сурет 15 - CVS-11 штамын өсірудің биологиялық белсенділігін бақылау.



3.3 «Rhаbdovaс®» вакцинасын әзірлеуге арналған инактивант және адъюванттың оңтайлы концентрацияларын зерттеу

3.3.1 Құтырық вирусы өндірістік CVS-11 штаммын инактивациялау режимін салыстырмалы зерттеу 
Инактивацияланған вирустық вакциналарды дайындау кезінде вирустардың антигендік қасиеттерін сақтай отырып, олардың толық инактивациялану режимінің оңтайлы параметрлерін анықтау келесі зерттеу жұмыстарында жүргізілді. 
Инактивациялаудың негізі - вирустың нуклеин қышқылын өзгерту арқылы белоктық (антигендік) қасиеттерін сақтап, ауру тудыру қасиетін жою. Осыған байланысты вакцина өндіру технологиясында оңтайлы инактивант реагентті таңдау маңызды. Құтырық вирусының CVS-11 штамынан дайындалған суспензияны инактивациялау үшін инактиванттар: полиэтиленимин (ПЭИ) және димерэтиленимин (ДЭИ) қолданылды. 
Аталған инактиванттардың динамикасы салыстырмалы түрде зерттеліп, инактивацияның толық жүруі анықталды. Инактивацияға дейін құтырық вирусының CVS-11 штамының бастапқы биологиялық белсенділігі 5,45 ± 0,14 lg ТЦӘ50/см3 тең болды (Кесте 9).

Кесте 9 - Өндірістік CVS-11 штамын инактивант ПЭИ-мен инактивациялау режимінің нәтижесі

	Инактивантқорытынды концентрациясы, 
%
	Температура

	Уақыт, сағ
	Инфекциялық белсенділіктің титрі, 
lg ТЦӘ50/см3
	ВНК-21 жасуша өсіндісінде вирустың ЦПӘ бар (+); жоқ (-)

	
	
	
	инактивациядан кейін
	бақылау
	пассаж

	
	
	
	
	
	1
	2
	3

	0,02
	+40С
	24
	2,5
	



5,25 ± 0,14

	+
	+
	+

	
	
	36
	2,0
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	1,5
	
	+
	+
	+

	
	
22-240С
	24
	1,0
	
	+
	+
	+

	
	
	36
	0,5
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	
370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	0,03
	+40С
	24
	1,25
	



5,25 ± 0,14

	+
	+
	+

	
	
	36
	0,75
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	0,5
	
	+
	+
	+

	
	22-240С
	24
	0,25
	
	+
	+
	+

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	0,04
	+40С
	24
	1,0
	



5,25 ± 0,14
	+
	+
	+

	
	
	36
	0,75
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	0,5
	
	+
	+
	+

	
	22-240С
	24
	0
	
	+
	+
	+

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-


Инактивацияның толық жүргеніне көз жеткізу үшін аталған инактиванттармен инактивацияланған вирустық суспензияларды BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде үш рет пассаждудан өткіздік және 10 - 12 г салмақтағы 10 тышқанға 0,03см3 көлемде интрацеребральді енгізілді, 10 күн бойы бақыланды. Полиэтилениминді (ПЭИ) инактивант ретінде 0,02%, 0,03% және 0,04% концентрацияларын қолданып, +40С, 22-240С, 370С температураларда инактивациялану режимі зерттелді (Сурет 16).

	


	Сурет 16 - CVS 11 штамын ПЭИ қолданып инактивациялаудың
кинетикасы, сағ



Құтырық вирусының инактивациясының мөлшері вирустық суспензияның құрамындағы инактиванттың қорытынды концентрациясына тікелей байланысты болды. ПЭИ инактивациялаудың +40С температура режимінде барлық қорытынды концентрацияларда вирустық суспензияда 24, 36, 48 сағаттық бақылауда толық инактивация жүрмеді. 22-240С температура режимінде 0,02% қорытынды концентрациясы құтырық вирусының CVS-11 штамының үлгілерін 48 сағаттың ішінде толық инактивацияланды; 0,03% қорытынды концентрацияда 36 сағатта, 0,04% қорытынды концентрацияда  24 сағатта толықтай инактивацияланғаны анықталды. 370С температура режимінде 0,02 - 0,03% қорытынды концентрацияларында 24-36 сағатта инактивация жүрді. ПЭИ-ді қолдану құтырықтың аталған штамын инактивациялау уақытын қысқартуға мүмкіндік берді.
ДЭИ жұмыс ерітіндісінде вирустық суспензияға қосар алдында 30-60 минут бұрын дайындалды. Вирустық суспензияға  инактивант ретінде димерэтилениминнің (ДЭИ) 0,1%, 0,2% және 0,3% концентрациясын қолданып, сәйкесінше оңтайлы режимін таңдау үшін жасалған тәжірибе жұмыстарының нәтижелері (Кесте 10).
Кесте 10 - Өндірістік CVS-11 штамын инактивант ДЭИ-мен инактивациялау режимінің нәтижесі

	Инактивантқорытынды концентрациясы, 
%
	Температура

	Уақыт, сағ
	Инфекциялық белсенділіктің титрі,
lg ТЦӘ50/см3
	ВНК-21 жасуша өсіндісінде вирустың ЦПӘ бар (+); жоқ (-)

	
	
	
	инактивациядан кейін
	бақылау
	пассаж

	
	
	
	
	
	1
	2
	3

	0,1
	+40С
	24
	1,75
	




5,25 ± 0,14

	+
	+
	+

	
	
	36
	1,25
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	1,0
	
	+
	+
	+

	
	
22-240С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	
370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	0,2
	+40С
	24
	2,5
	



5,25 ± 0,14

	+
	+
	+

	
	
	36
	1,5
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	1,0
	
	+
	+
	+

	
	22-240С
	24
	0,5
	
	+
	+
	+

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	0,3
	+40С
	24
	2,25
	



5,25 ± 0,14
	+
	+
	+

	
	
	36
	1,5
	
	+
	+
	+

	
	
	48
	1,25
	
	+
	+
	+

	
	22-240С
	24
	0,75
	
	+
	+
	+

	
	
	36
	0,5
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-

	
	370С
	24
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	36
	0
	
	-
	-
	-

	
	
	48
	0
	
	-
	-
	-



ДЭИ инактивациялаудың +40С температура режимінде барлық қорытынды концентрацияларда вирустық суспензияда 24, 36, 48 сағаттық бақылау аралығында толық инактивация жүрмеді. Құтырық вирусының инактивациялануы вирустық суспензияның құрамына қосылған инактиванттың қорытынды концентрациясына тікелей байланысты болды.
ДЭИ қорытынды 0,1% концентрациясында 22 - 240С температура кезінде  құтырық вирусының CVS-11 штамының үлгілерін 24 сағаттың ішінде толық инактивациялады; 0,2% қорытынды концентрацияда 36 сағатта; 0,3%  қорытынды концентрациясы нда 48 сағатта толықтай инактивацияланды. Өсірілген вирус суспензиясын салқындатусыз, димерэтилениминнің 0,1% - 0,2% соңғы концентрациясын 22-24°C температурада 24 - 36 сағатта толық инактивациясы жүрді (Сурет 17).

	


	Сурет 17 – CVS 11 штамын ДЭИ қолданып инактивациялаудың 
кинетикасы, сағ



CVS-11 штамының инактивация режимін анықтау және дайындалған суспензияны салыстырмалы зерттеудің нәтижесін қорытындылай келе мынадай тұжырымға келдік: 
· құтырық вирусының CVS-11 штамының үлгілерін ПЭИ 0,01% қорытынды концентрациясы бойынша 48 сағаттың ішінде толықтай инактивацияланғаны айқындалды. ПЭИ 0,02% концентрациясында вирус 36 сағатта әлсіреген. 0,03% ПЭИ-ді қолдану құтырықтың аталған штамын инактивациялауды 24 сағатқа дейін қысқартуға мүмкіндік берді.
· құтырық вирусының CVS-11 штамының үлгілерін ДЭИ 0,1%  және  0,2% қорытынды концентрациясын сәйкесінше 24, 36 сағаттың ішінде вирусты толықтай инактивациялағаны белгілі болды. Димерэтиленимин арқылы инактивацияланған вирус штаммы 24 сағат аралығында толық инактивацияланды. Вакцина дайындау үшін өндірістік вирусты суспензияға ДЭИ инактивантының 0,2% концентрациясы таңдалды.

3.3.2 Құтырық вирусын инактивациялаудың толықтығын анықтау
Өндірістік CVS-11 штамының инактивациясы BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде үш рет пассаждау арқылы жүргізілді. CVS-11 штамынан құрамында биологиялық белсенділігі 5,50 - 6,00 lg ТЦӘ50/см3 құрайтын, үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде стационарлық әдіспен трансплантацияланған құтырық вирусының суспензиясы жасалды. Тәжірибе кезінде вирусты инактивациялау әр түрлі инактивант ПЭИ концентрациялары 0,02%, 0,03% және 0,04% және инактивант ДЭИ концентрациялары 0,1%, 0,2% және 0,3% сондай ақ, 4°C, 22°C -24°C, 37°C температурада және 24 - 48 сағат аралығында әр түрлі химиялық қосылыстардың көмегімен жүзеге асырылды. Вирусы бар суспензияның рН 7,2-7,4 аралығында сақталды. Барлық инактивация кезеңінде әр 10-12 сағат сайын вирустың инфекциялық белсенділігінің болуын анықтау үшін сынамалар алынып отырды. 
Вирустық суспензиядағы инактивацияның толықтылығын жасуша өсіндісіне 1 см3 егу арқылы моноқабатта тексерілді. Бір сағаттық байланыстан кейін инокуляция алынып, 2-3 рет Хенкс ерітіндісінде шайылып, құрамында 10% фетальді қан сарысуы бар қоректік ортасын құйып, 37°C термостатқа қойылды. Жұқтырылған жасуша өсіндісі 48-72 сағат ішінде қоректік ортаның өзгеруімен инкубацияланды. 
Көрсетілген инкубациялық кезеңнен кейін вирустық суспензия 40ºС төменгі температуралық тоңазытқышқа қатырылды және матрастардың келесі партиясы осы материалдармен жұқтырылды және 1-3 пассаж өткізілді. Инактивацияланған вирустық суспензияны авирулентті сынау үшін, ақ тышқандарға 0,03 см3 көлемінде интерацеребральді жұқтырылды. Жануарлар 14 күн бақыланды. Егер, жасуша өсіндісінде ЦПӘ анықталмаса, инактивацияланған вирустық суспензияның белсенділігі авирулентті болып саналады. Құтырық вирусының суспензиясын инактивациялау кезінде, димерэтилеминді полиэтилениминмен салыстырғанда тиімді екені айқын көрінді. Осыған байланысты, инактивацияланған құтырыққа қарсы вакцина алу үшін, инактивант димерэтилеминнің 0,1 - 0,2%  концентрациясы таңдалды.
Қосымша зерттеу үшін, инактивацияланбаған 1 см3 көлеміндегі материалдар, матрастарда өсірілген BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісі қолданылды. Жұқтырылған матрастар термостатқа 37°C температурада 1,5 - 2 сағатқа қойылды, әр 15 минут сайын моноқабаттың бетін шайқап, бақыланып отырды. Содан кейін, матрастағы ерітінділер төгіліп, оған 1% ірі қара қан сарысуы бар қоректік орта Игла MEM құйылды. Өсіру 37°C температурада жүргізілді. 24 сағаттық өсіруден кейін қоректік ортасы өзгертілді. 48 сағат өткенде жасушалар моноқабатының суспензиясында өзгерістер пайда болды (Сурет 18, 19, 20). ДЭИ 0,2% ПЭИ 0,02% концентрацияларында өңделген вирустық суспензияның авируленттілігі BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінде материалдың үш рет пассаждалыуымен және зертханалық ақ тышқандарға вирустың енуімен расталды. Жоғарыда айтылған мәліметтерге сүйене отырып, құтырық вирусының CVS-11 штамын инактивациялау үшін оңтайлы параметрлер алынды: димерэтилениминнің соңғы концентрациясы 0,2%, 22 - 24°C температуралық режимде рН 7,2 - 7,4, инактивация ұзақтығы 24 сағат. Алынған нәтижелерге сүйене отырып, ДЭИ инактиванты құтырыққа қарсы вакцинаны дайындау үшін тиімді.

	


	мұндағы: ns –айтарлықтай айырмашылық жоқ; талдау екі жақты ANOVA арқылы жүргізілді, 
Tukey  сынағының  бірнеше салыстыруымен тексерілді.

	
Сурет 18 - Құтырық вирусын инактивациялаудың толықтығы
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Сурет 19 - BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің 2 тәуліктік 
бақылау көрінісі
	
Сурет 20 – 0,2% (ДЭИ) инактивацияланған BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісі



3.4 «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының иммунобиологиялық қасиеттерін зертханалық жағдайда зерттеу

3.4.1 «Rhabdovac» вакцинасын өндірудің технологиялық схемасы
Дәрілік және диагностикалық препараттар шығаратын әрбір биологиялық кәсіпорында технологиялық процестердің екі түрі қолданылады - негізгі және көмекші. Шикізат пен материалдарды дайын өнімге қайта өңдеуді қамтамасыз ететін технологиялық процестер негізгі болып табылады. Көмекші технологиялық процестер суды, ауаны және т.б. дайындау сияқты негізгі өндіріске қызмет көрсету үшін пайдаланылатын өнімдерді өндіруді қамтамасыз етеді. Жалпы алғанда, бұл технологиялық процестер механикалық, физикалық, химиялық, биологиялық және аралас болып бөлінеді. Механикалық және физикалық процестерде тек материалдың сыртқы түрі мен физикалық қасиеттері өзгереді.
Химиялық және биологиялық процестер материалдың терең өзгеруіне әкеліп соғады, бұл оның бастапқы қасиеттерінің өзгеруіне әкеледі. Аралас процестер - бұл процестердің тіркесімі және практикада ең көп таралған. Биологиялық өнімдерді өнеркәсіптік өндіру технологиясы өзара байланысты физикалық, химиялық, биофизикалық, биохимиялық, физика-химиялық процестер кешені болып табылады. Барлық осы процестер материалдық, энергия ағындарымен байланысты және технологиялық желіні құрайтын әртүрлі жабдықтардың үлкен санында жүреді. 
Технологиялық желідегі жабдықтар арасында технологиялық процестер жүреді, оларды кезең-кезеңімен бөлуге болады. Жануарлардың құтырығына қарсы «Rhabdovac®» вакцинасын өндірудің технологиялық процестері мынадай кезеңдерден тұруы тиіс: - ауаны және басқа газдарды тазарту және стерильдеу; - су дайындау; - қоректік ортаны дайындау; - жасуша өсіндісін дайындау; - жасуша өсіру; - құтырық вирусын жұқтыру; - инактивация; - адъювантты қосу; - препаратты өлшеп орау (құю); - препараты бар құтыларды тығындау және қаптау; - дәрілік заттың затбелгісін қою; - өндіріс және дайын препарат сатыларында бақылау; - дайын өнімді орау; - препаратты сақтау (Сурет 21).
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Ескерту: 
1- қоректік ортаны дайындауға арналған реактор; 
2- мембраналық сүзгі; 
3-  өсіруге арналған биореактор (ферментер); 
4-  ВНК-21 жасуша  линиясы бар материал; 
5-  CVS-11 штаммы бар құты; 
6-  вирусы бар материалды жинауға арналған ыдыстар; 
7-  төмен температуралы тоңазытқыш; 
8-  вирустық суспензияны сақтауға және инактивациялауға арналған реактор; 
9-  адъювантты дайындауға арналған ыдыс; 
10-  инактивті культураны адъювантпен араластыруға арналған ыдыс;
11-  құтыға буып-түюге арналған қондырғы; 
12-  жартылай автоматты сауыттарды тығындау желісі, қаптау, таңбалау; 
13- қораптарға орау және қораптарды этикеттеу желісі; 
14-  гофротарға орау желісі.

	
Сурет 21 - «Rhabdovac» вакцинасын тәжірибелік-өнеркәсіптік өндірудің аппараттық-технологиялық үлгісі


Қосалқы технологиялық сатыларға мыналар жатады: - ыдыстар мен жабдықтарды дайындау және стерильдеу; - сұйық қосалқы ингредиенттерді тазалау және стерильдеу. Осылайшы, жануарлардың құтырығына қарсы «Rhabdovac®» вакцинасын дайындау бойынша тәжірибелер сериясында алынған деректерді ескере отырып, кәсіпорында биопрепараттарды өндіру кезіндегі негізгі және қосалқы технологиялық процестерді, өндірістің қысқаша технологиялық және аппараттық-технологиялық схемасы әзірленді. 
Жануарлардың құтырығына қарсы «Rhabdovac®» вакцинасын дайындаудың технологиясы халықаралық GMP стандартына сәйкес келді. Вакцина өндірісіндегі әрбір технологиялық кезең дайын өнімнің қауіпсіздігі мен сапасы қағидаттарына негізделеді.  
Аппараттық - техникалық сызбаға сәйкес «Rhabdovac®» вакцинасын өндіру биореакторда өсінділеу циклына дайындаудан басталады, ол үшін биореактор 121°С температурада 1 сағат бойы бумен стерильденеді. Салқындағаннан кейін, 37 ± 0,5°C температураға дейін, қоректік орта мембраналық сүзгі арқылы жүктеледі. 
Биореактордың стерильділігі тексерілгеннен кейін, үздіксіз өсетін BHK-21 (С-13) жасуша линиясы егіледі. Қажетті концентрацияға дейін өсіргеннен кейін, ВНК-21 жасушаларының линиясы өндірістік CVS-11 штаммымен жұқтырылады, инфекциядан кейін өсіру 72 сағатқа созылды, әрі қарай, материалды мұздату үшін арнайы ыдыстарға жинау жүзеге асырылды. 
Вирусы бар суспензияны бөлме температурасында еріткеннен кейін, оны сақтау және инактивациялау үшін реакторға стерильденген түрде жиналады. Инактивациямен қатар басқа реакторда адъювант дайындалды. Реакторға адъювант 15% концентрациясына дейін қосылды. Бұдан әрі реактордан дайын вакцинаны құю желісіне беру, резеңке тығындармен жабу және кейіннен затбелгі жапсыра отырып, алюминий қалпақшалармен орау жүргізіледі.  
Вакцинаны құю циклі сауыттарды жуу және стерильдеу желісінен басталады, осы жабдық сауыттарды қысыммен тазартылған сумен жуады, кейіннен сығылған ауамен үрлейді және 120°С температурада тоннельде стерильдейді, кейіннен 30°С температураға дейін салқындатады. Флакондарды беру желісі арқылы вакциналар резеңке тығындармен тығындалады және алюминий қалпақшалармен оралады. Пломбалағаннан кейін вакцинасы бар сауыттар таңбаланады. 
GMP стандарт талаптарына сәйкес өндірістің әр кезеңі үшін, соның ішінде шығын материалдары мен жабдықты дайындаудан бастап дайын өнімді шығаруға дейін СОП құрастырылды. Жасалған схемаға сәйкес «Rhabdovac» вакцинасының бір өндірістік циклі 2 айды құрайды, оның ішінде вакцинацияланған материал алу үшін 30 күн, бұл мерзімге: материалдар мен жабдықтарды дайындау; BHK-21 (С-13) жасуша линиясының суспензиялық өсіру; құтырық вирусының CVS-11 штаммымен жұқтыру; адъювантты инактивациялау және қосу; құю, резеңке тығынмен жабу және алюминий қақпақтармен тығындау. Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинасын өндіру технологиясын GMP стандартына сәйкес әзірлеу үлгісі көрсетілген. Вакцинаның биологиялық, физика - химиялық қасиеттерін бақылауға 45-55 күн уақыт кетті, оған тышқандарға жұқтыру мен иммунизациялау, сонымен қатар стерильділік, реакогенділік, рН және басқа параметрлерді бақылау жатады. 

3.4.2 «Rhabdovac®» вакцинаның тәжірибелік сериясын дайындау және бақылау
Инактивацияланған «Rhabdovac» вакцинасының тәжірибелік сериясын дайындау үшін, BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің суспензиясында өсірілген CVS-11 құтырық вирусының штаммы қолданылғаны белгілі. 
 Инактивацияланған вакцина құрамы:
1. Инфекциялық белсенділігі 6,75-7,25 lg ТЦӘ50/см3 CVS-11 штамының өсінділік құрамында вирусы бар суспензиясы;
2. Димерэтиленимин (ДЭИ) 0,2%;
3. MontanideTM ISA-201 VG вирустық шикізат көлемінің 15%;
4. Тиомерсал (мертиолат) консервант. 
Құтырық вирусын концентрациялау үшін, молекулалық салмағы 6000 Д (ПЭГ - 6000) полиэтиленгликоль соңғы концентрациясы 7% тұндырылған вирустық суспензияға қосып, содан кейін қоспаны ПЭГ толық ерігенше араластырып, 4ºС температурада түнге қалдырылды. Тұнбаны 4ºС температурада 40 минут, 4000 айн/мин центрифугалау арқылы бөліп алдық, өйткені 4ºС жоғары температурада тұнба жартылай ериді, бұл вирустың жойылуына әсер етеді. 
Тұнба бетіндегі сұйықтық мұқият бөлінді, ал шөгінді 0,05 М трис-HCl буферінде (рН 7,2-7,4) бастапқыдан қажетті көлемге (1:20) ресуспензияланды. Тазартылған суспензия арнайы ыдыстарға құйылып, минус 70°C температурада сақталды.
Вакцинаның тәжірибелік сериясын дайындау реті келесідей: суспензиялық өсіру арқылы алынған CVS-11 штамынан өсінділік вирусы бар шикізат минус 40°C температурада қатырылып, жұқтырған жасушаларды жою үшін ерітілді, содан кейін суспензияға димерэтилениминнің жұмыс ерітіндісі қосылып, соңғы концентрациясын 0,2% дейін жеткіздік. 
Инактивация аяқталғаннан кейін рН 7,2 - 7,4 теңестірілген вирустық суспензияға MontanideTM ISA-201 VG адъювантын 0,15 : 0,85 (15 + 85 см3) салмақ қатынасында және адъювант пен құтырық вирусы антигенін 1:1 (50 + 50см3) қатынасында араластырып салыстыра отырып дайындалды. Араластыру алдында әр бір фаза 31°C дейін қыздырылды. Антиген мен адъювантты 10 минут бойы 1200 айн/мин магнитті араластырғышта ұстадық. Тұрақты эмульсия алу үшін, антигенді ISA-201 адъювантымен 30°C температурада гомогенизатор көмегімен 5 мин 3400 айн/мин және 10 минут 7600 айн/мин араластырылды. Дайын болған «Rhabdovac®» вакцинаның тәжірибелік сериясы 190°C ыстық температуралық ауа стерилизаторында 10 сағат СОП (стандартты операциялық процедура) сипатталғандай зарарсыздандырылған Ph (I, II, III) типті түссіз шыныдан жасалған құтыларға әр түрлі көлемде құйылды (Кесте 11).

Кесте 11 - «Rhabdovac®» вакцинасының тәжірибелік сериясын дайындау 

	Контейнер
	Сипаттамасы
	Тест

	Құтылар (Флакондар)
	
	

	Көлемі (мл)
	Доза (мл)
	
	

	2
	1
	I Ph типті түссіз шыны құты
	Еуропалық Фармакопея

	10
	10
	II Ph типті түссіз шыны құты
	Еуропалық Фармакопея

	20
	20
	II Ph типті түссіз шыны құты
	Еуропалық Фармакопея

	50
	50
	IІI Ph типті түссіз шыны құты
	Еуропалық Фармакопея

	Тығын
	Бромбутил резеңке тығын
	Еуропалық Фармакопея

	Қақпақ
	Алюминий
	Еуропалық Фармакопея



3.4.3 Вакцинаның тәжірибелік үлгісінің стерильділігін бақылау
Құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамынан әзірленген, құрамында  MontanideTM ISA-201 VG адъюванты бар инактивацияланған «Rhabdovac®» вакцинаның тәжірибелік үлгілерінің стерильділігін қоректік орталарда сынақ жүргізу үшін вакцинасының 3 флакон үлгісі алынды. Флакондардың сыртқы беті 96% түзетілген этил спиртімен өңделді. Стерильділікті бақылау үшін, әр қоректік орталарға сынама үлгілері себіліп, 14 күн бақылауға алынды. Көрсетілген мерзім аяқталғаннан кейін сол қоректік орталарға және себу кезіндегі көлемде (қоректік агар қоспағанда) сынамалар қайта себілді. Екінші реттік себілген пробиркалар 7 күн бойы термостатта ұсталды. 
Сынақтардың нәтижесін 10-14 күн өткеннен кейін зерттеулер көрсеткендей бактериялық, саңырауқұлақ микрофлорасы мен микоплазмалардың өсуі табылған жоқ. MontanideTM ISA-201 VG адъюванты бар құтырық вирусының өндірістік CVS-11 штамынан әзірленген құтырыққа қарсы сұйық инактивацияланған вакцинаның эксперименттік үлгілері стерильді деп саналды (Сурет 22).
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Сурет 22 - «Rhabdovac®» вакцинаның тәжірибелік сериясының стерильділігін бақылау.
3.4.4 Вакцинаның тәжірибелік үлгісінің зиянсыздығын анықтау 
Вакцинаның тәжірибелік үлгіснің зиянсыздығы мен реактогенділігін бақылау жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған вакцина «Ветеринариялық қолдануға арналған дәрілік заттар. Зиянсыздықты анықтау әдістері» МЕМСТ 31926-2013 сәйкес жүргізілді. Зерттеу жұмыстарын жүргізу үшін, 3 флакондағы вакцинаны 1 құтыға біріктіріп, клиникалық дені сау салмағы 10-12 грамм болатын 10 бас зертханалық ақ тышқанға құрсақ ішілік тері астына 0,5 см3 мөлшерде енгізілді. Жануарларға бақылау 14 тәулік бойы жүргізілді. Егерде барлық бақылау тобындағы вацинацияланған жануарлар тірі және клиникалық дені сау болып қалса, вакцина зиянсыз деп бағаланды. Зертханалық жануарларға жүргізілген сынақтың нәтижесінде құтырыққа қарсы инактивацияланған «Rhabdovac®» вакцинасы зиянсыз екені дәлелденді. Бақылау уақытында барлық тышқандар тірі қалды, ауырған немесе жануарлардың өлімі тіркелген жоқ (Сурет 23, Кесте 12).


	


	Сурет 23 - «Rhabdovac®» вакцинасының зиянсыздығын зертханалық 
ақ тышқандарда анықтау




Кесте 12 - «Rhabdovac» вакцинасының зиянсыздығын анықтаудың нәтижелері

	Препараттың
атауы
	Тышқан №
	Зерттелетін күндер 


	
	
	02.07.
2019
	03.07.
2019
	04.07.
2019
	05.07.
2019
	06.07.
2019
	07.07.
2019
	08.07.
2019
	09.07.
2019
	10.07.
2019
	11.07.
2019
	12.07.
2019
	13.07.
2019
	14.07.
2019
	15.07.
2019

	
	
	
Бақылау күндеріне байланысты тышқандардың салмақ қосуы


	
	
	
1

	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14

	«Rhabdovac» вакцинасының №1сериясы 
(20 см3) 
10.2018 ж. - 10.2020 ж. дейін жарамды.
	1
	12,2
	12,2
	12,2
	12,3
	12,7
	12,8
	13,1
	13,4
	13,7
	13,5
	14,2
	14,5
	14,5
	15, 1

	
	2
	12,3
	12,6
	13,0
	13,3
	13,6
	14,0
	14,2
	14,7
	15,0
	15,8
	15,9
	16,0
	16,2
	16,4

	
	3
	12,3
	12,3
	13,1
	13,4
	13,1
	14,1
	14,8
	15,1
	15,5
	15,8
	16,8
	16,7
	16,8
	17,0

	
	4
	12,7
	12,6
	12,5
	13,8
	14,0
	14,1
	14,9
	15,2
	15,7
	15,2
	16,1
	16,0
	17,3
	18,6

	
	5
	12,1
	12,1
	13,11
	13,7
	14,2
	14,5
	15,4
	15,8
	16,1
	16,7
	16,9
	17,1
	17,7
	17,5

	
	6
	12,0
	12,0
	12,5
	13,02
	13,7
	13,9
	14,5
	14,8
	15,1
	15,6
	16,7
	16,4
	17,6
	17,5

	
	7
	12,2
	12,5
	12,8
	13,2
	13,8
	14,8
	14,7
	15,3
	15,8
	15,2
	16,1
	16,7
	17,27
	17,5

	
	8
	11,4
	11,3
	11,4
	11,9
	12,2
	12,7
	13,5
	13,6
	14,9
	14,8
	15,2
	15,6
	16,11
	16,5

	
	9
	12,3
	12,3
	12,3
	13,0
	13,2
	13,9
	14,4
	14,9
	15,2
	15,6
	16,8
	16,5
	16,93
	17,3

	
	10
	11,2
	11,7
	12,05
	12,5
	13,8
	13,8
	14,2
	14,6
	15,2
	15,9
	16,3
	16,3
	17,01
	17,2




3.4.5 Вакцинаның тәжірибелік үлгісінің инактивация толықтығын анықтау
Тестілеу мерзімі 2019 жылдың маусым айының 10 - 30 аралығына дейін жалғасты. Вакцинадағы инактивацияның толықтығын анықтау үшін 10 бас ақ тышқанға 0,03 см3 көлемінде интерацеребральді егілді. Тышқандар 21 күн бақылауға алынды. Екпе алғаннан кейінгі алғашқы 5 күнде тышқандардың кемінде екеуінің өліміне (хирургиялық немесе механикалық зақымданулар болуы мүмкін) жол беріледі. 
Жүргізілген сынақтардың нәтижесінде, жануарлардағы құтырыққа қарсы инактивацияланған сұйық ветеринариялық препарат «Rhabdovac» вакцинасының бүкіл 21 күн бойы бақылау кезеңінде зертханалық ақ тышқандардың өлімі тіркелген жоқ. Барлық тышқандар тірі қалды және құтырудың клиникалық белгілері байқалмады (Кесте 14). 

Кесте - 14 Тәжірибелік «Rhabdovac» вакцинасының толық инактивациялануы

	№ р/н
	Бақылау 
Күндері

	Зертханалық тышқандар

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1
	10.06.2019
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	11.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+

	3
	12.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	4
	13.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	5
	14.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	6
	15.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	7
	16.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	8
	17.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	9
	18.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	10
	19.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	11
	20.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12
	21.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	13
	22.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	14
	23.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	15
	24.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	16
	25.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	17
	26.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	18
	27.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	19
	28.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	20
	29.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	21
	30.06.2019
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Ескерту: 
«+» тірі қалған тышқан
«- » өлген тышқан



3.4.6 Вакцинаның иммуногенді белсенділігін анықтау
Келесі зерттеуімізде құтырыққа қарсы «Rhabdovaс®» вакцинасының тәжірибелік сериясының иммуногенді белсенділігін анықтау болды. Бақылау ретінде референс-вакцина «Biocan-R» қолданылды. Зерттеліп отырған «Rhabdovaс®» вакцинаның иммуногенді белсенділігін анықтау үшін бір флаконға біріктірілген вакцинаны әр сериясынан сынамалар алынып және олардан стерильденген физиологиялық тұздалған 5 еселік өсіммен 4 сұйылтпа (1:5, 1:25, 1:125, 1:625) жасалды. 
Вакцинаны сұйылту арнайы ыдыста мұз күйінде қолданғанға дейін сақталды. Анықтамалық вакцинаны және сынақ вакцинасын әр сұйылту апта аралық екі рет, сәйкесінше 10 бас тышқанға құрсақ ішілік тері астына 0,5 см3 егілді. Бақылау вакцинасын 4 топқа бөлінген 40 бас тышқанға құрсақ ішілік енгізілді. Бұл вакцинаның иммуногенді белсенділігі (ИБ) 2 ХБ-тен төмен емес. 7 тәуліктен кейін «Rhabdovaс®» вакцинасының 0,5 см3 дозада және дайындалған сұйылтпада ревакцинация жүргізілді. 
Ревакцинациядан 14 күн өткен соң тышқандардың барлық топтарына және де 10 бас егілмеген бақылаулық тышқандарға CVS-27 референс штамынан дайындалған вирустың 10-4 дәрежесіне дейін сұйылтылған көлемде интрацеребральді жұқтырылды. Барлық тышқандарды 10-14 күн аралығында бақылауда ұстадық. Алғашқы 1-4 тәулік аралығында өлген тышқандар есепке алынбайды, себебі оларға әртүрлі механикалық зақымдану немесе физикалық факторлар әсер етуі мүмкін. 
CVS-27 анықтамалық вирусының жұмыс сұйылтуы алдын-ала титрлеу нәтижелері бойынша есептелді. Вирустың нақты дозасын анықтау үшін вирустың жұмыс сұйылтуынан үш рет қатарынан 10 еселік сұйылту (10-1, 10-2, 10-3,  10-4) жасалды. Әр сұйылту вакцинацияланбаған, 10 бас клиникалық сау, зертханалық ақ тышқандарға егілді. Вирус жұқтырылған жануарлар 10 күн бойы бақылауға алынды (Кесте 15).

Кесте 15 – CVS-27 штамының LD50/0,03см3 дозасын зертханалық ақ тышқандарға анықтау.
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	[bookmark: OLE_LINK146]10-2
	10 бас
	1
	0
	0
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	-
	0

	[bookmark: OLE_LINK149]10-3
	10 бас
	1
	0
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	10-4
	10 бас
	0
	0
	1
	1
	0
	0
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	0
	0
	0
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	Бақылау тобы
	10 бас
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0



15 - кестеде көрсетілгендей, құтырық вирусының референс-штаммы CVS-27 өлім дозасын анықтау барысында 10 тәулік ішінде LD50/0,03см3 жұқтырылған тышқандардың барлығының өлгені тіркелді (Сурет 24). 
Зерттеу нәтижесінде ревакцинацияланған тышқандарға бақылаулық жұқтыру үшін CVS-27 референс – штамының 10-3 дәрежедегі жұмыс сұйылтпасы таңдалды.

	


	
Сурет 25 - CVS-27 штамының LD50/0,03см3 дозасын анықтау



Вакцинаның иммуногенді бесенділігі зертханалық ақ тышқандарда көлемдік әдіспен анықталды, яғни, тәжірибелік сыналатын вакцинаның 50% соңғы сұйылтпасы (БС50) антирабиялық референс - вакцинаның 50% соңғы сұйылтпасымен салыстырылды. 
«Rhabdovaс®» вакцинасының сынақ топтарындағы ақ тышқандарға интрацеребральды жұқтырылғаннан кейін 1:5 сұйылтуда 10 бас тышқан, 1:25 сұйылтуда 10 бас тышқан, 1:125 сұйылтуда 8 бас тышқан, ал 1:625 сұйылтуда - 4 бас тышқан тірі қалды. «Биокан-R» анықтамалық вакцинасының нәтижелері 1:5 сұйытуда 10 бас тышқан, 1:25 сұйылтуда 8 бас тышқан, 1:125 сұйылтуда 7 бас тышқан, ал 1:625 сұйылтуда 2 бас тышқан тірі қалды. Екі вакцинадағы зерттеу нәтижелеріне сүйене отырып, 1:125 сұйылту 5-50 LD50/см3 референс-бақылау CVS-27 штаммы инфекциясынан қорғайтыны анықталды (Кесте 16). 








Кесте 16 - «Rhabdovaс®» вакцинасының иммуногенді индексін (ИИ) «Biocan-R» референс-вакцинасымен салыстырмалы анықтаудың нәтижесі

	1. [bookmark: OLE_LINK9]Жануарлардағы құтырыққа қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovaс®» вакцинасы 
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	Тышқан саны
	Вакцинация
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	Ревакцинация
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	Бақылау инфекциясы
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	Өлгені
	Тірі қалғаны
	[bookmark: OLE_LINK11]% - тірі қалған тышқандардың қатынасы

	[bookmark: OLE_LINK8]1:5
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	0
	10
	100%

	[bookmark: OLE_LINK151]1:25
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	0
	10
	100%

	[bookmark: OLE_LINK152]1:125
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	2
	8
	80%

	[bookmark: OLE_LINK10]1:625
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік
 0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	6
	4
	40%

	2. [bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK153]Антирабиялық инактивацияланған «Biocan-R» референс-вакцинасы


	Вакцинаны сұйылту
	Тышқан саны
	Вакцинация
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	Ревакцинация
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	Бақылау инфекциясы
енгізу әдісі, көлемі (см3)
	өлгені
	Тірі қалғаны
	% - тірі қалған тышқандардың қатынасы

	1:5
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	0
	10
	100%

	1:25
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	0
	10
	100%

	1:125
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	3
	7
	70%

	1:625
	10
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	құрсақ ішілік 
0,5 см3
	интрацеребральді
0,03см3
	8
	2
	20%



 «Rhabdovaс®» препаратының иммуногенді индексі (ИИ) бойынша анықтамалық «Biocan-R» вакцинасымен салыстырмалы түрде ХБ/см3 формуласымен есептелді. 

[image: ГОСТ Р 55283-2012 Вакцины против бешенства животных инактивированные. Технические условия]
мұндағы:
А - сыналған вакцинаның БС50-ның өзара қатынасы;
B - анықтамалық вакцинаның БС50-ның өзара қатынасы;
Y - тірек вакцинаның БС50 иммуногенділігі индексі, ХБ / см3.
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«Биокан-R» референс-вакцинасының иммуногенді индексі 2 ХБ кем емес. Осы нәтижелерден «Rhabdovaс®» вакцинасының иммуногенді индексі (ИИ) кемінде 2 ХБ/см3 құрайтыны анықталды (Сурет 26). 

	


	мұндағы: ns – айтарлықтай айырмашылық жоқ; талдау екі жақты ANOVA арқылы жүргізілді,
Tukey тестінің бірнеше салыстыруымен тексерілді.

	
Сурет 26 - Вакцинаның иммуногенді индексін анықтау



Алынған зерттеу мәліметтеріне сәйкес «Rhabdovaс®» вакцинасының тәжірибелік сериясы стерильділік, зиянсыздық, инактивацияның толықтығы және иммуногенді белсенділігі бойынша нормативті - техникалық құжаттамалардың барлық талаптарына сәйкес келді. Қоректік ортаға ЕПA, ЕПС және тиогликольдік ортадағы егулерде бөтен микрофлораның өсуінің жоқтығы дәлелденді. Зертханалық ақ тышқандарға тері астына көлемі 0,05 см3 «Rhabdovaс®» бақылау вакцинасын егуден кейін 14 күн бойы вакцинаның зиянсыздығын көрсетті. Вакцинаны тері ішіне 0,03 см3 мөлшерінде енгізу құтырық вирусының CVS-11 штамының толықтай инактивтивацияланғандығын көрсетті. 
Тәжірибелік салыстырмалы сынақтарда «Rhabdovaс®» және «Biocan-R» вакциналарының иммуногенді индексі бойынша бірдей 2,0 ХБ дәрежеде болғандығы анықталды. 
Бұл антирабиялық вакциналарға қойылатын ХЭБ (ИБ ≥ 1,0 ХБ/см кем емес) нормативтік құжаттамалар мен халықаралық GMP стандарт талаптарына сәйкес келетіндігін көрсетеді (Сурет 27).

	[image: Описание: 20181004_140128]

	
Сурет 27 - Жануарлар құтырығына қарсы халықаралық GMP стандартына сәйкес әзірленген «Rhаbdovaс®» вакцинасы



3.5 «Rhаbdovaс®» вакцинасының иммуногенді белсенділігін өндірістік жағдайда зерттеу 

3.5.1 Вакцинаның иммуногенді белсенділігін антирабиялық вирустық бейтараптау реакциясы арқылы анықтау
Біздің жұмысымыздың келесі кезеңі антирабиялық «Rhabdovac®» вакцинасының иммуногенді қасиеттерін жануарларға өндірістік сынақтар жүргізу арқылы зерттеу болды. Стандартты технологияны қолдану, әрдайым жоғары иммуногенді белсенділігі бар препарат алуға кепілдік бере бермейтіні белгілі. Көптеген өндіріс орталықтары мен зертханалар жылдар бойындағы өндірістердегі шығарған вакциналардың алғашқы сынақ жүргізу кезінде өнімнің иммунды белсенділігі төмен болатындығы анықталады.
Табиғи жағдайда жануарларды иммунизациялау кезінде вакциналардың иммуногенділігін келесі себептерге байланысты бағалау өте қиын: а) қажетті бақылаудың болмауы; ә) белгілі бір ауданда жануарлардың құтырық індетінің салыстырмалы түрде санының аз болуы; б) жұқтыру қаупін салыстыруды қиындататын барлық көптеген, өте өзгергіш факторларды ескеру мүмкін еместігі. 
Сонымен қатар, вакцинаны ветеринариялық тәжірибеде қолдану үшін өндірістік жағдайда бағалау өте маңызды. Бақылаудың көптеген балама әдістеріне қарамастан, вакцинаның белсенділігі туралы толық ақпаратты, тағайындалған жануарларды (мақсатты жануарларды) сынақ кезінде ғана алуға болады. Бірақ бұл процедура жоғары материалдық шығындарды талап етеді.
Вакцинациялау тиімділігін бағалаудың екінші критерийі гуморальдық жауапты - жануарлардағы ерекше вирусты бейтараптандыру реакциясы арқылы антидене титрін анықтау болып табылады.
Вакцинаның иммуногенді белсенділігін антирабиялық вирустық бейтараптау арқылы антиденелердің өндірісін индукциялау қабілеті бойынша сынақтан өткіздік. 2019 жылы ЖШС «Антиген» Ғылыми-өндірістік кәсіпорнының мал шаруашылық фермасында жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac®» вакцинасы 4-12 айлық жастағы 5 бас қойға бір рет егілді (сынақ хаттамасы №33, 14.07.2019 ж).
Сонымен қатар, нәтижені салыстырмалы зерттеу үшін референс ретінде алынған «Biocan-R» вакцинасы 4-12 айлық жастағы 5 бас қойға егілді. Тәжірибеге бақылау ретінде дені сау, вакцинацияланбаған 5 бас қой алынды. 
Тәжірибе алдында қойларда құтырыққа вирусты бейтараптандыратын антиденелердің бар-жоғы анықталды. Нәтижелері теріс шықты. 
Вакцинациядан кейін 30-365 күн аралығында егілген 5 бас қойлардан қан сынамалары алынып, антирабиялық вирусты бейтараптау арқылы антиденелердің болуына зерттеу жүргізілді. 
Вирусты бейтараптау реакциясында (БР) антиденелер титрін анықтау үшін, үздіксіз өсетін ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісі бар стерильді 24 ұяшықты плашкаларға Игла МЕМ қорек ортасында вакцинацияланған қой қан сарысуы сұйылтпасы (екі сатылы) дайындалды. Әр бір сарысуды сұйылту үшін 4 ұяшық пайдаланылды. Сонымен қатар, стандартты қан сарысуы да дәл осылай титрленді. Ұяшықта сұйылтылған қан сарысуға 100 МЛД50 құтырық вирусының CVS-11 штаммы қосылды. Қан сарысу - вирус қоспасы 1,5 сағат ішінде 37°C температурада СО2 термостатта инкубацияланады. Осыдан кейін қоспаға үздіксіз өсетін ВНК-21 (С-13) жасуша өсіндісі қосылып, 37оС температурада 72 сағат инкубацияланды. Ары қарай қоректік орталар ұяшықтардан алынып, жасушалар флуоресцентті антидене әдісімен (ФАӘ) боялды. Реакцияны есепке алу люминесцентті микроскоппен (2.4 зерттеу әдістері бойынша) жүргізілді (Кесте17).

Кесте 17 - Вакцинаны егу жиілігіне байланысты иммуногенді белсенділік нәтижелері 

	Вакцина
	Егілген қой нөмірі
	Вирусты бейтараптау титрі lg ТЦӘ50/см3, 
бақыланған күндер

	Вакцина
ция тиімділігі 

	
	
	30
	90
	180
	270
	365
	

	
[bookmark: OLE_LINK18]Rhаbdovaс
	№ 1
	3,75±0,25
	3,58±0,17
	3,66±0,08
	2,66±0,02
	1,75±0,05
	

100%

	
	№ 2
	3,66±0,18
	3,58±0,50
	3,57±0,14
	2,50±0,33
	1,50±0,14
	

	
	№ 3
	3,57±0,22
	3,55±0,14
	3,50±0,17
	2,25±0,14
	1,25±0,09
	

	
	№ 4
	3,50±0,14
	3,56±0,08
	3,42±0,28
	2,05±0,14
	1,08±0,11
	

	
	№ 5
	3,25±0,08
	3,00±0,25
	3,14±0,33
	2,02±0,25
	1,22±0,14
	

	
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK19]Biocan-R
	№ 1
	3,75±0,50
	3,50±0,33
	3,41±0,14
	2,58±0,50
	1,50±0,05
	

100%

	
	№ 2
	3,55±0,14
	3,15±0,66
	3,33±0,08
	2,50±0,25
	1,25±0,33
	

	
	№ 3
	3,50±0,25
	3,03±0,20
	3,30±0,25
	2,25±0,14
	1,00±0,28
	

	
	№ 4
	3,42±0,08
	3,01±0,04
	3,25±0,14
	2,12±0,14
	1,25±0,09
	

	
	№ 5
	3,12±0,10
	3,00±0,50
	3,00±0,09
	2,00±0,33
	1,00±0,02
	

	Бақылау тобы
	5 бас қой
	0
	0
	з/ж
	з/ж
	з/ж
	-

	Ескерту: 
з/ж – зерттелген жоқ


 
	

	


	мұндағы: ns –айтарлықтай айырмашылықтар жоқ; **** P <0,0001(сенімді нәтиже); талдау екі жақты ANOVA арқылы жүргізілді, Tukey бірнеше салыстыру сынағымен тексерілді.

	
Сурет 28 - Қойларға вакцинаны егу жиілігіне байланысты иммуногенді 
белсенділігін lg ТЦӘ50/см3 анықтау



17-кесте, 28-сурет нәтижелерінде көрсетілгендей CVS-11 штамынан әзірленген жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac®» вакцинасымен егілген жануарларда вирусты бейтараптау арқылы антиденелердің титрі вакцинаны енгізу жиілігіне байланысты иммуногенді белсенділік тудыратындығын көруге болады. Вакцинациядан кейін 30 күнде 5 қой басының барлығында да вирусты бейтараптау титрлерінің деңгейі 3,75-ден 3,25lg ТЦӘ50/см3 құрады. Келесі бақылау күндерінде қой басының барлығында 365 күнге дейін вирусты бейтараптау реакциясының титрі 1,75 lg ТЦӘ50/см3 дейін сақталғаны анықталды.
Biocan-R вакцинасы егілген қойларда 30 күнде 5 қой басының барлығында да вирусты бейтараптау титрлерінің деңгейі 3,75-ден 3,12 lg ТЦӘ50/см3 көрсетті. Қалған бақылау күндеріндегі 5 бас қойдың барлығында 365 күнге дейін вирусты бейтараптау титрінің 1,50 lg ТЦӘ50/см3 дейін сақталғанын көрсетті. Құтырыққа қарсы «Rhabdovac®» вакцинасының иммунды белсенділігінің сақталуын жануарларға Biocan-R референс-вакцинасымен салыстырмалы сынақтар жүргізу кезінде вирусты бейтараптау реакциясы кезіндегі титрде айтарлықтай айырмашылық болған жоқ.
Ғылыми әдебиеттерге сүйенсек, вакцинацияланған жануарлардың қан сарысуын вирустық бейтараптау арқылы антиденесін зерттегенде 3,2 lg ТЦӘ50/см3 титрді құрауы иммунды белсенділіктің болғандығын көрсетеді.
Келесі зерттеуімізде «Антиген» ғылыми-өндірістік кәсіпорнының вивариінде иммуногенді белсенділігі 2,0 ХБ/мл құрайтын «Rhabdovac®» вакцинамен 2 - 5 айлық 4 итке тері астына 1,0 см3 дозада егілді және 12 ай ішінде иммуногенді белсенділігі вирусты бейтараптау реакциясындағы титрі динамикасы зерттелді (сынақ хаттамасы №29, 07.02.2020ж).  Вакцинацияланған жануарлардың қанындағы вирусты бейтараптау реакциясы деңгейі 0; 1; 3; 6; 9; 12 айлар арқылы вакцинациядан кейін бірнеше айдан соң антирабиялық антиденелердің титрін анықтау үшін жануарлардан қан сынамалары алынды (Кесте 18).

Кесте 18 - «Rhabdovac®» вакцинасымен иммунизацияланған иттердің қан сарысуын зерттеу нәтижелері

	№
	Егілген жануар түрі
	[bookmark: OLE_LINK158]Вирусты бейтараптау титрі (lg ТЦӘ50/см3) 

	
	
	0 ай

	1 ай
	3 ай
	6 ай
	9 ай
	12 ай

	1
	Ит
	[bookmark: OLE_LINK123]0,21

	[bookmark: OLE_LINK127]3,41±0,02
	3,75±0,01
	3,25±0,02
	2,33±0,05
	1,50±0,50

	2
	
	[bookmark: OLE_LINK124]0,17

	3,50±0,50
	3,53±0,01
	3,28±0,09
	2,25±0,08
	1,33±0,05

	3
	
	[bookmark: OLE_LINK125]0,11

	3,33±0,05
	3,25±0,50
	3,00±0,02
	2,50±0,50
	1,41±0,50

	4
	
	[bookmark: OLE_LINK126]0,15

	4,01±0,02
	3,50±0,58
	3,25±0,01
	2,75±0,10
	1,25±0,01


18 кестеде мәліметтерінде келтірілген нәтижелерден «Rhabdovac®» вакцинасы егілгеннен кейін, иммунизацияланған иттердің қан сарысуындағы вирусты бейтараптау реакциясы бойынша антиденелердің титрі 14 күннен соң А) 0,21 – 0,15 lg ТЦӘ50/см3 құрады; В) 1 айда 4 иттің барлығының қансарысуында титр деңгейі 3,41 - 4,01 lg ТЦӘ50/см3 жетті; С) иммундаудан кейін 3 айда вирусты бейтараптау титрі 3,75 - 3,50 lg ТЦӘ50/см3 жоғары мәндерге жеткендігін көруге болады. D) вакцинациялаудан 6 ай өткенде вирусты бейтараптау реакциясы 3,25 lg ТЦӘ50/см3 жетті; I) вакцинациялаудың 9 айында вирусты бейтараптау реакциясы бойынша антиденелердің титрінің 2,33 – 2,75 lg ТЦӘ50/см3  және F) вирусты бейтараптау кезіндегі антидене титрі 12 айда 1,50 – 1,25 lg ТЦӘ50/см3 дейін төмендегенін көрсетті (Сурет 29).

	А
	B
	C

	

	

	


	D
	I
	F

	

	

	


	мұндағы: деректердегі A, B, C, D, I, F иммунизацияланған иттердің қан сарысуындағы вирусты бейтараптау реакциясы титрін талдау екі жақты ANOVA арқылы жүргізілді, Tukey тестінің бірнеше салыстыруымен тексерілді.

	
Сурет 29 - «Rhabdovac®» вакцинасымен иммунизацияланған иттердің қан сарысуын (БР) зерттеу нәтижелері


Құтырыққа қарсы «Rhabdovac®» вакцинасын жануарларға өндірістік жағдайда сынақтар жүргізу арқылы иммуногенді белсенділігін вирусты бейтараптау реакциясы арқылы анықталды. Өндірістік CVS-11 штамынан әзірленген жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac®» вакцинасымен егілген барлық жануарларда иммунитет қалыптасты және жыл бойына иммуногенді белсенділігі сақталды. Алынған бұл нәтижелер енгізілген антигендер мен көрсетілген иммундық жауап арасындағы байланыстың болуын толық растайды.
[bookmark: OLE_LINK157]
3.6 «Rhаbdovaс®» вакцина үлгілерінің әр түрлі температура мен уақыт аралығында тұрақтылығын сақтау және жарамдылық мерзімін анықтау
«Rhаbdovaс®» вакцинасының сақталу мерзімінде температураға тұрақтылығын және жарамдылық уақытын анықтау бойынша CVS-11 штамынан әзірленген құрамында 15% MontanideTМ ISA-201 VG адъюванты бар титрі 7,25 lg ТЦӘ50/см3 болатын 3 тәжірибелік сериялары алынды. 
Көптеген зерттеу нәтижелері көрсеткендей, вакцина үлгілерінің тұрақтылығын сақтау кезінде иммуногенді параметрлері өзгеріп отырады. Осыған байланысты вакцинаның тұрақтылығын бағалауға арналған зерттеулер препараттың жарамдылық мерзімі бойынша  сынақтар жүргізілді. 
Тұрақтылық дегеніміз – белгіленген сақтау мерзімі ішінде нормативтік құжаттардың талаптарында бекітілген дәрілік заттардың сапасына, олардың физикалық – химиялық қасиеттерін сақтауға және фармакологиялық белсенділікке әсер ететін факторлардың толық қамтылуын айтады. Дәрілік заттың тұрақтылығының критерийі оның сапасын сақтау болып табылады, препараттың сыртқы түрі, ерігіштігі, шынайылығы және ең бастысы иммуногенді белсенділігі, сондай-ақ басқа да қалыпқа келтірілген индикаторлары. Сонымен қатар қабылдау, сақтау және тасымалдау шарттары вакцинаның тұрақтылығына айтарлықтай әсер етеді. Егер сақтау шарттары бұзылса, вакцина иммунобиологиялық қасиеттерін жоғалтады, өйткені оның белсенді спецификалық иммунитетті тудыру қабілеті төмендейді және реактогенділігі жоғарылауы мүмкін.
Технологиялық процестің шарттарын және техникалық талаптардың орындалуын сақтау өнімнің тұрақтылығын қамтамасыз етеді. Сондықтан да вакцинаның тұрақтылығын анықтау маңызды факторлардың бірі. 
Төменде берілген кесте және сурет деректер көрсеткендей «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының әр түрлі температурада және уақыттық сақтау режимдерінде жарамдылық мерзімдерін анықтау мақсатында вакцинаның үлгілерін 2 – 8°С, 15 – 22°С және 37°С температураларда 1, 3, 6, 9, 12 ай аралықтарда сақтау кезінде иммунобиологиялық қасиеттеріне әсерін жоғарыда жүргізілген зерттеулер бойынша негізге ала отырып, бақылауға алынды. 180 күн бойы (22 ± 2,0)°С температурада сақталған вакцинамен иммунизацияланған жануарлар тобында қойлардың арасынан біреуінің дене температурасының (39,0)°С шегінде жоғарылауы, сонымен қатар, 1 апта бақылау кезінде жануарларда азықтан бас тарту байқалды. Осылайша, халықаралық GMP стандарт талаптарына сәйкес әзірленген құтырыққа қарсы инактивацияланған «Rhаbdovaс®» вакцинасы әр түрлі температуралық – уақыт режимдерде қойлардың иммуногенді қасиеттері (4 ± 2,0)°С температурада 12 ай бойы (бақылау мерзімі) сақталғанын көрсетті (Кесте 19, Сурет 30).

Кесте 19 - Вакцинаның тәжірибелік серияларының әр түрлі температурада және уақыттық сақтау режимінде жарамдылық мерзімін анықтау

	Температура 
	[bookmark: OLE_LINK23]Вакцинаны сақтау мерзімі

	
	30 күн
	90 күн
	180 күн
	270 күн
	365 күн

	[bookmark: OLE_LINK21]2 - 8°С
	+
	+
	+ 
	+
	+

	[bookmark: OLE_LINK22]15 - 22°С
	+
	+
	±
	-
	-

	37°С
	±
	-
	-
	-
	-

	Ескерту
      « + » вакцина тиімді
      « – » тиімділігі жоқ



	


	Сурет 30 – «Rhаbdovaс®» вакцинасының иммуногенді белсенділігін әр түрлі температурада сақтау режимдерің нәтижесі 



Бақылау мерзімінде «Rhаbdovaс®» вакцинасының барлық зерттелген сериялары ақшыл қызғылт түсті біртекті эмульсия түрінде болды. Зерттеулер көрсеткендей бөгде қоспалардың болуы, сыртқы түрінің өзгеруі, құтылардың бүтіндігінің бұзылуы барлық жарамдылық мерзім ішінде байқалмады 
Әр түрлі сақтау мерзімдеріндегі вакцинаның иммуногенді белсенділігі тұрақтылықты зерттеу нәтижелеріне сәйкес келді. «Rhаbdovaс®» вакцинасы препараттың барлық жарамдылық кезеңінде өзінің иммунобиологиялық қасиеттерін сақталды және иммуногенді индексі 2,0 ХБ көрсетті.

3.7 Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» вакцинаны өндіру технологиясының экономикалық тиімділігі
Шартты түрде вакцинаны өндірудің бүкіл циклын 3 кезеңге бөлуге болады: Бірінші кезең - жабдықты дайындауды қамтиды; қоректік орта; матрицалық BHK-21 (С-13) жасуша линиясын дайындау және одан әрі өсіру; құтырық вирусының CVS-11 штамын дайындау және жасуша линиясында одан әрі өсіру. Екінші кезең - вирустық массаны инактивациялауды қамтиды; инактивацияның толықтығын анықтау; стерильділікті тексеру; адъювант дайындау және вирустық массаға қосу; вакцинаның барлық компоненттерін жинақтау; вакцинаны реактогенділік пен иммуногенділікке тексеру. Үшінші кезең - дайын вакцина флакондарға құйылады, таңбаланады, ай-күні белгіленеді және қораптарға оралады. 
Барлық технологиялық цикл 2 айға созылады, ал иммуногенділік пен реактогенділікті тексеру 1 аймен шектелді, бұл зертханалық тышқандардың бақылау инфекциясымен иммуногенділік индексін шығарудың қолданылатын әдісіне байланысты. Келтірілген алдыңғы зерттеулердің нәтижелері бойынша экономикалық тиімділікті есептеу жүргізілді.
Зертхана қызметкерлерінің саны үш, 70 000 теңге жалақы алатын бір зертханашы және 150 000 теңге жалақымен 2 ғылыми қызметкер жұмыс атқарды, әлеуметтік төлемдер мен салықтар да есепке алынды. Шығындарды есептеу өндірістік нұсқаулыққа сәйкес жүргізілді, қоректік ортаны дайындаудан бастап, вакцинаны толтырумен және ораумен аяқталады. Химиялық заттардың, ыдыс-аяқтардың, құралдардың құны оларға деген нақты қажеттілікке және олардың нарықтық құнына қарай есептелді (Кесте 20).

Кесте 20 - BHK-21 (С-13) жасуша линиясын өсіру әдістерін салыстыру

	Өсіру 
әдістері
	BHK-21 (С-13) жасуша линиясын өсіру уақыты
	Жасушаның шығуы
	CVS-11 штамын өсіру уақыты
	Вирустық массаның шығуы

	
Стационарлық
(матрас)

	


48 сағат 

	
1х105 млн. ж/см3
	


72 сағ
	
6,00 - 6,50 lg ТЦӘ50/см3

	
Суспензиялық
(биореактор)

	
	
1х106 млн. ж/см3
	
	
6,75 - 7,00 lg ТЦӘ50/см3



Нәтижесінде «Rhаbdovaс®» вакцинаны өндірудің барлық операцияларына жұмсалатын шығындарды есептеп, өзіндік құны 100 000 дозаға айқындалды. 
Өндіріс шығындарының құны вакцинаның 100 000 дозасына арналған стационарлық, суспензиялық өсіру кезіндегі шығындар сметасы (Кесте 21).

Кесте 21 - Вакцинаның 100 000 дозасына арналған стационарлық және суспензиялық әдістерді қолдану кезіндегі шығындар сметасы.

	№ р/н
	Шығындар құны
	Бірлік бағасы (тг)
	Өлшем бірлігі
	Стационарлық өсіру

	Суспензиялық өсіру

	
	
	
	
	Шикізат шығыны бір бірлікке

	Бірлік шығындары (тг)
	Шикізат шығыны бір бірлікке
	Бірлік шығындары (тг)

	Дайын өнімнің негізін құрайтын негізгі шикізаттар мен материалдар


	1
	Қоректік орта Игла-МЕМ

	350
	литр
	100
	35 000
	30
	10 500

	2
	ІҚМ қан сарысуы

	20 000
	қаптама
	2
	40 000
	1
	20 000

	3
	Инактивант

	10 000
	қаптама
	1
	10 000
	1
	10 000

	4
	Адъювант

	15 850
	қаптама
	1
	15 850
	1
	15 850

	5
	Зертханалық ақ тышқан

	500
	бас
	40
	20 000
	40
	20 000

	6
	Өндірістік штамм CVS-11

	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7
	Жасуша  линиясы ВНК-21

	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Барлығы:

	
	
	
	120 850
	
	76 350



Рентабельділік деңгейін есептеу суспензиялық өсіру әдісін қолдану экономикалық тұрғыдан тиімді екенін және стационарлық әдіспен салыстырғанда вакцинаны сатудан түсетін пайданы арттыруға мүмкіндік беретінін көрсетті. 100 000 дозаны есептеу кезінде үнемдеу 44 500 дозаны құрады, бұл жаппай өндіріс кезінде дайын өнімнің бағасына айтарлықтай әсер етеді. Сондай-ақ, стационарлық өсіру кезінде вакцинаны өндіруде үлкен еңбек пен адами ресурстар қажет, әр матрасқа жұқтырудан бастап, күнделікті микроскопиядан және вирустық материалды жинаудан басталады, суспензиялық өсіру кезінде бұл проблемалар биореактордың басқару панелінің автоматты жүйесін қолдану арқылы жоқ, вирустық массаның жоғары шығымдылығы өндіріс шығындарын азайтуға мүмкіндік береді. Көмекші материалдар мен вакцинаның 100 000 дозасына арналған өндірістік шығындар сметасы (Кесте 22).

Кесте 22 - Көмекші материалдар мен вакцинаның 100 000 дозасына арналған өндірістік шығындар сметасы.

	№ п/п
	Шығындар құны
	Бірлік бағасы (тг)
	Өлшем бірлігі
	Шикізат шығыны бір бірлікке
	Бірлік шығындары (тг)

	Негізгі материалдарға қосылатын немесе өндіріске ықпал ететін қосалқы материалдар


	1
	Флакондар 5 мл

	5
	шт.
	20 000
	100 000

	2
	алюминий қақпақтар

	5
	шт.
	20 000
	100 000

	3
	Резеңке тығындар

	5
	шт.
	20 000
	100 000

	4
	Қаптама

	10
	шт.
	10 000
	100 000

	5
	Аннотация

	2
	шт.
	10 000
	20 000

	6
	Жапсырмалар

	5
	шт.
	20 000
	100 000

	
	Барлығы:

	520 000

	Өндірістік шығындар


	1
	Қызметкерлердің негізгі жалақысы

	270 000

	2
	Әлеуметтік қажеттіліктерге аударымдар

	15 850

	3
	Электр энергиясына арналған шығыстар

	13 900

	4
	Жалпы шаруашылық шығындар

	34 600

	
	Барлығы:

	334 350



Айта кету керек, инактивант, адъювант және зертханалық ақ тышқандарға кеткен шығындар өзгеріссіз қалады, өйткені технологияға сәйкес: инактиванттың ДЭИ соңғы концентрациясы 0,2%, адъюванттың соңғы концентрациясы 15%, ал бақылау иммуногенді индексі МЕМСТ бойынша тышқандар санын қажет етеді. 
Осылайша, суспензиялық өсіру әдісін қолдану аз қаражат пен аз шығындалуды талап етті, сондықтан жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған «Rhabdovac®» вакцинасын өндірудің дамыған технологиясы экономикалық тұрғыдан тиімді, ішкі және халықаралық нарықтарда бәсекеге қабілетті.


4 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН БАҒАЛАУ ЖӘНЕ ТАЛҚЫЛАУ
Ветеринария биотехнологиясында отандық иммунобиологиялық препараттарды өндіру бәсекеге қабілетті заманауи технологиясының кезеңідерін халықаралық GMP стандартына сәйкес енгізу өзекті болып отыр. 
Жануарлардың құтырығымен күресуде антирабиялық вакциналарды қолданудың тиімділігі, індеттің таралуын тежейді, індет ошақтарын жоюға мүмкіндік береді. Арнайы профилактикалық ветеринариялық препараттар әзірлеу көбінесе вирусты және жасуша өсінділерін өсіру технологиясына байланысты, сонымен қатар, вирустың жинақталу деңгейіне және оның иммунобиологиялық белсенділігіне тікелей байланысты. 
Елімізде отандық жаңа өнімдерді ЖШС «Антиген» ғылыми – өндірістік кәсіпорынында халықаралық GMP стандартының талаптарына сәйкес өндіру қолға алынып отыр. Осыған орай, 2017 -2020 жылдар аралығында «Жануарлар құтырығына қарсы «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинасын халықаралық GMP стандартына сәйкес өндіру» ғылыми жобасы Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым министрлігі «Ғылым қоры» АҚ қолдауымен «Антиген» ҒӨК-да орындалды.
Зерттеу барысында «Тиісті өндірістік практика» (GMP) ережесінің талаптарына байланысты кәсіпорында жабдықталған жұмыс бөлмелері (А, В, С) дайындалды. Сонымен қатар, құжаттамаларға, өнім өндіруге, талдау жүргізуге, сапаны қамтамасыз ету және бақылау жүйесіне қойылатын талаптарға сәйкес өндірістің әр кезеңі үшін, соның ішінде шығын материалдары мен жабдықты дайындаудан бастап өнімді шығаруға дейін СОП құрастырылды. 
Кәсіпорында халықаралық GMP стандартына сәйкес орындалған зерттеулдерде жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған вакцинаны әзірлеу технологиясының кезеңдерін жетілдіруге және оны өндіріске енгізуге мүмкіндік берді.
Инъекциялық қолдануға араналған вирустық вакцинаны әзірлеу үшін құтырық вирусының әр түрлі штамдары қолданылды. Біздің зерттеуіміздің бірінші міндетіне сәйкес құтырық вирусының өндірістік СVS-11 штаммын өсіруге арналған жасуша өсінділерін стационарлық және суспензиялық әдістермен өсіру технологияларының оңтайлы параметрлерін анықтау болды.
Құтырық вирусын өсіру үшін стационарлық және суспензиялық BHK-21 жасуша өсіндісін пайдалану мүмкіндігі туралы біздің зерттеулеріміз көптеген авторлардың деректерімен [130, 156, 158 ] толық сәйкес келеді. Зерттеулер нәтижесінде құтырық вирусының CVS-11 штаммының BHK-21 жасуша өсіндісінде 8 пассаждаудан кейін инфекциялық белсенділік титрі 1 пассажда 2,25 lg ТЦӘ50/см3 -ден 6,50 lg ТЦӘ50/см3 дейін жоғарылағаны анықталды. Вирусты өсірудің оңтайлы уақытына 48 сағат таңдалды. Жасуша өсіндісінде зақымдалған жасушалардың саны бірінші пассаждауда 10%, сегізінші пассажда 100% -ға дейін өсті. 
Зерттеу жұмысымыздың келесі кезеңі жасушалардың егу концентрациясына инфекциялық белсенділігіне байланысты вирустың жиналуы болды. Нәтижесінде құтырық вирусының CVS-11 штаммының инфекциялық белсенділігінің жинақталуында әр түрлі жасушалық егу концентрацияларда айтарлықтай айырмашылықтар болатындығы анықталды, сондықтан, вирустың жұқпалылығының ең жоғары мәндері (6,50 - 7,25 1×LD50/см3) егу кезінде байқалды. Жасуша концентрациясы 0,7-1,0 млн/см3 CVS-11 штаммының суспензиялық өсіру әдісі үшін оңтайлы инфекциялық дозасы 0,01 LD50/см, ал суспензиялық әдіспен өсіру үшін 0,1LD50/см болды.
Құтырық вирусының CVS-11 штаммын өсірудің стационарлық және суспензиялық екі әдісін салыстырмалы зерттеген кезде ең қолайлы температура 37°С және рН 7,2 мәні болатындығы белгілі болды, вирустың инфекциялық белсенділігінің титрі 6,50 – 7,25 lg ТЦӘ50/см3 жетті. 
Вакцина өндіру технологиясын жетілдіру мақсатында биореакторда суспензиялық әдіспен өсіруді салыстырмалы жүргізілген зерттеулер нәтижесінде BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің бастапқы егу концентрациясы 200 – 300 мың. жасуша /см3, ал инкубациялық режимінде (37 ± 0,5)°С жасушалық өсіндісінің саны 48 сағатта 1,81×106 жасуша /см3 құрады.
Зерттеудің келесі кезеңінде құтырық вирусының CVS-11 штаммын суспензиялық әдіспен өсіру  технологиясын әзірлеу мақсатында жүргізілген зерттеулер кезінде жұқтыру дозасы 0,01 - 0,1 ТЦӘ50/см3, инкубациялық (37 ± 0,5)°С температура режимі 72 сағатта өсіру параметрлері анықталды. Ал, BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің сүйемелдеу ортасы DMEM құрамына қосылатын ІҚМ фетальді қан сарысуының мөлшерін анықтау үшін жүргізілген зерттеулерде 0,1-0,2 % концентрациясын қолдану тиімділігі анықталды. Өнідірістік жағдайда биореакторда суспензиялық әдіспен өсірілген құтырық вирусының CVS-11 штамының инфекциялық белсенділік титрі 6,50 - 7,25 lgТЦӘ50/см3 құрады. 
Бұл деректер бірқатар авторлардың зерттеу нәтижелеріне толық сәйкес келеді [127,128], сондай-ақ, суспензиялық өсіру әдісімен вакциналарды өнеркәсіптік өндіруде технологиялық жағынан тиімді, себебі, бұл әдіс еңбек шығындарын азайтып, вирустық массаны үлкен көлемде өндіруге мүмкіндік берді. 
Жұмысымыздың келесі кезеңі вакцина құрамын әзірлеу болды. Инактивиацияланған вакциналарды дайындау кезінде вирустық суспензияны инактивациялау вирустың антигендік қасиеттерін сақтай отырып, оның толық инактивациялануын қамтамасыз ету. Яғни, антирабиялық вакцина дайындау технологиясын әзірлеу кезінде инактиванттардың концентрациялары және инактивациялау режимдері анықталды. Тәжірибе барысында ПЭИ инактиванты 22°С  температурада 36-48сағат ішінде 0,03% концентрацияда толық инактивацияланды және ДЭИ инактиванты 22°С температурада 24-36 сағат ішінде 0,1-0,2% концентрацияда толық инактивацияланды.
Вакцина құрамын әзірлеуде инактивант ретінде құтырық вирусының СVS-11 штамынан алынған биомассаны  инактивациялауда концентрациясы 0,2% димерэтилениминмен ДЭИ (22 ± 2,0)ºС температурада 24 сағат инактивациялау таңдалды. Құтырық вирусының CVS-11 штаммын ПЭИ және ДЭИ инактивациялау кезіндегі тәжірибе деректері осы инактиванттарды вирустық індетке қарсы вакцина жасауда қолданған бірқатар авторлардың [174, 179, 182] ғылыми зерттеулерінің нәтижелеріне сәйкес келді.
Инактивацияланған вакцинаның иммуногенді қарқындылығы және оның ұзақтығы үшін ең маңызды болып табылатын адъюванттың белсенділігі [215, 216, 221] туралы деректеріне сәйкес тәжірибемізде көмекші реагент ретінде адъювант 15% MontanideTМ ISA-201 VG қолданылды. 
«Rhabdovac®» вакцинасының тәжірибелік сериясы мына құрамында 15% MontanideTM ISA-201 VG адъювант қосылған, 0,2% димерэтилениминмен инактивацияланған, үздіксіз өсетін BНK-21 clone C-13 (АТСС CCL 10), жасуша өсіндісінде өсірілген құтырық вирусының CVS-11 референс – штаммының инфекциялық белсенділік титрі 6,50 - 7,25 lgТЦӘ50/см3  вирустық суспензиядан дайындалды. Вакцинаның сыртқы түрі ашық қызғылт түсті эмульсия түрінде болды, рН 7,2 ± 0,2 тең. 
Әзірленген «Rhabdovac®» вакцинасының тәжірибелік сериясы сыртқы түрі, стерильділігі, реактогенділігі, зиянсыздығы және иммуногенді белсенділігі (≥2,0 ХБ/мл) нормативтік техникалық құжаттардың талаптарына сәйкестігі зертханалық жағдайда зерттелді және сынақ есептерімен расталды.
«Rhаbdovaс®» вакцинаның тиімділігін өндірістік жағдайда ЖШС «Антиген» ғылыми - өндірістік кәсіпорнының шаруашылығында 15 бас қой, 4 итке тексерілді. Зерттеуде «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының 6,50 - 7,25 lgТЦӘ50 дозада бір рет егілгеннен кейін 30 күнде вирусбейтараптандырушы антидене түзілетіні анықталды. Вакцинациядан кейін 3 -5 айларда қойларда антирабиялық вирусты бейтараптандыратын антиденелерінің титрі орташа 3,25 lg ТЦӘ50/см3 құрады. «Rhаbdovaс®» вакцинаның тиімділігін иттерде сынау кезінде нәтижелер вирусты бейтараптандыратын антиденелер 1 айдан кейін 3,00 lg ТЦӘ50/см3 деңгейінде көрсетті. ВБР нәтижесінде иммунизацияланған жануарларда иммунитет 12 ай сақталды.
Вакцинаның сақталуы және тасымалдау шарттары маңызды критерийлердің бірі болып табылады. Ауыл шаруашылығы жануарларына арналған «Rhаbdovaс®» вакцинасының сақталуын бақылау мерзімінде әр түрлі температуралық уақыт режимде иммуногендік қасиеттері (4 ± 2,0)°С температурада 12 ай бойы сақталғанын көрсетті.
Қорыта келе жоғарыда жүргізілген зерттеулердің нәтижесінде халықаралық GMP стандарт талаптарына сәйкес «Rhаbdovaс®» вакцинасын әзірлеу технологиясының тиімді параметрлері анықталды және технологиялық өндіріске енгізілді. Зерттеу нәтижелері бойынша вакцинаның нормативтік-техникалық құжаттары әзірленді және бекітілді, тіркеу куәлігі және саудалық атауына «Rhаbdovaс®»  тауар таңбасы куәлігі алынды.
Өндірілген вакцина Қазақстан Республикасында және шет мемлекеттерде 2020- 2022 жылдар аралығында ветеринариялық практикада қолданысқа ие. 

ҚОРЫТЫНДЫ

1. Жануарлар құтырығына қарсы өндірістік СVS-11 (VR-959™, ANSES, France) штамынан инактивацияланған «Rhаbdovaс®» вакцинасын халықаралық GMP стандартына сәйкес өндірудің технологиясы әзірленді. 
2. Биореакторда суспензиялық әдіспен өсіруде BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің бастапқы егу концентрациясы 200 – 300 мың. ж/см3, ал инкубациялық режимі (37 ± 0,5)°С температурада 48 сағатта жасушалық өсіндісінің саны 1,81 х106 жасуша/см3 құрады.
3.  Құтырық вирусының CVS-11 штамын суспензиялық әдіспен өсірудің жұқтыру дозасы 0,01 - 0,1 ТЦӘ50/см3, инкубациялық температура режимі (37 ± 0,5)°С температурада 72 сағатта өсіру параметрлері анықталды. BHK-21 (С-13) жасуша өсіндісінің сүйемелдеу ортасы ретінде ІҚМ фетальді қан сарысуының 0,2 % концентрациясы DMEM қолданылды. 
4. Биореакторда суспензиялық әдіспен өсірілген құтырық вирусының CVS-11 штамының инфекциялық белсенділік титрі 6,50 - 7,25 lgТЦӘ50/см3 құрады. 
5. Құтырық вирусының СVS-11 штамынан алынған биомассаны  инактивациялауда концентрациясы 0,2% димерэтилениминмен (ДЭИ) 24 сағат (22 ± 2,0)ºС температурада инактивациялау вирустың антигендік қасиеттерін сақтай отырып, оның толық инактивациялануын қамтамасыз ететін режимі анықталды.
6. «Rhаbdovaс®» вакцинасының иммуногенді белсенділігін арттыру үшін вакцинаның құрамына 15% MontanideTM ISA-201 VG адъюванты  қолданылды. 
7.  «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының жануарларға зиянсыздығы анықталды және  иммуногендік белсенділігі (≥2,0 ХБ/мл) құрады.
8. Құтырыққа қарсы әзірленген «Rhаbdovaс®» вакцинасының тәжірибелік серияларының 6,50 - 7,25 lgТЦӘ50 дозада бір рет егілгеннен кейін 30 күнде вирусбейтараптандырушы антидене түзілетіні анықталды және жануарларда 12 айға дейін иммунитет сақталды.
9. Жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған «Rhаbdovaс®» вакцинасы әр түрлі температуралық уақыт режимінде иммуногендік қасиеттері (4 ± 2,0)°С температурада 12 ай бойы (бақылау мерзімі) сақталды.
10. «Rhаbdovaс®» вакцинасының нормативтік-техникалық құжаттамасы (СТ ЖШС 980340000548-012-2018) әзірленді және ҚР АШМ ВБжҚК бекітілді, мемлекеттік апробациялық сынақтан өткізілді, ҚР АШМ тіркеу куәлігі (ҚР –ВП 1 – 4083 – 19) алынды. Вакцинаның саудалық атауына «Rhаbdovaс®»  тауар таңбасы куәлігі берілді.
11. Жануарлардың құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhаbdovaс®» антирабиялық вакцинасы 2020- 2022 жылдар аралығында 3 миллион дозада өндіріліп, ветеринариялық практикада қолданысқа енгізілді.

ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫСТАР

1. Жануарлар құтырығына қарсы сұйық инактивацияланған «Rhabdovac®» вакцинасы халықаралық GMP стандартына сәйкес өндіру технологиясы әзірленіп, өндіріске ұсынылды.
2. Жануарлар құтырығына қарсы инактивацияланған сұйық «Rhabdovac» вакцинасының нормативтік-техникалық құжаттамасы әзірленді, мемлекеттік апробациялық сынақтардан өткізілді және ҚР АШМ ВБжҚК «ВБҰРО» ШЖҚ РМК-да тіркелді және тіркеу куәлігі ҚР –ВП 1-4083-19 алынып, ветеринария практикасында қолдануға ұсынылды.  
3. Қазақстан Республикасы Әділет министрлігінің «Ұлттық зияткерлік меншік институты» Нұр-Сұлтан қаласы (KZ), 2021ж. РМК шешімімен №35323 Жануарлардың құтырығына қарсы вакцина дайындау тәсілі; №34909 «Құтыру вирусын өсіруге қолданылатын үздіксіз өсетін торша жүйесіне арналған қоректік орта»; №34910 «Құтыру вирусын өсіру тәсілі» атты өнертабысқа патент және № 6055 «Жануарлардың құтыруын серологиялық диагностикалау тәсілі» атты пайдалы модельге патенттері алынып, өндіріске ұсынылды. 
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ҚОСЫМША А 
вакцинаның ұйым стандарты
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ҚОСЫМША Ә 
вакцинаны дайындау және бақылау бойынша нұсқаулық
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Тауар таңбасына куәлік
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«Rhаbdovaс®» вакцинасына маркетингтік рұқсаттамасы
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Технологиялық процеске енгізу акті 
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Оқу процесіне енгізу акті 
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Әдістемелік ұсыныс
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Ғылыми тәжірибелік зерттеулерге сертификаттар
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ҚОСЫМША П
 «Rhabdovac®» вакцинаның моделі
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KAYATIKEPIILIIIT INEKTEYJII CEPIKTECTIK
«AHTUT'EH» reuimMu eHAipicTik Kacinopub

KEJICUITEH

JKaHyapiapabIH KYTHIPBIFBIHA KAPCHI HHAKTHBALMSLIAHFAH CYHBIK -
"RHABDOVAC" BakumHacbIH AaiibIHAAY KoHe 6akbL1ay GoiibIHmAa
HY¥CKAVYJIBIK
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KA3AKCTAH PECIIY BJIUKAChI
AYBLI IHAPYAIIBLIBIFBI MUHUCTPJIIT]

BEKITEMIH

JKanyapaap KyTeIpsirbina Kapeol CyiibIK HHAKTHEA Hsnanran
«RHABDOVAC®» pakuunanb! KOJJaHy apHaJFaH
HYCKAVIIBIK

1 )Kanner epexenep

Caynanbik ataybr: (RHABDOVACy

XaubIKapaibiK naTenTTeIMereH aTaywr: Xanyapiap KyTEIpbIFbHa KapChl MHAKTUBALUSATaHFaH
CYHBIK BaKIMHA

Hopinix yarici: Uabekuusra apHaJIFaH CY#bIK (3MyIbCHs).

Taraiibiunanysr: KyTeIpikka Geitiv PKaHyapnap/ibl pOGUNAKTUKAIILIK IMMYHeyTe YCBIHBLIFaH.

Cunarrama: Bakumna 20% Montanun  ISA™ — 201 VG  agprosantsr KOCBLIFaH,
TIOJIMSTHNEHHMUHMEH MHaKTHBauusnanran, BHK-21 clone C-13 (ATCC cCL 10), mamblaces
OCETiH TOpIANKIK OCiHi CYHBIKTBIFBIHA JKYKTBIPFaH KYTBIPEIK BUPYCBIHaH («CVS-11» pedepenc -
LITAMMBI) JaiibiHaanFal. BakuuHaHeH CHIPTKBI TYpi AIBIK KBISFBIIT TYCT 9MYNBbCHS TypiHae
Gonaner. Cakray kesinge (nakonHbIH 6eTki Goirinme OMYIIbCHAHBIH KabaTTalyblHa pyKcar eTinesi

Bacranke kanrama

Bakuuna criitbivapinsirst 10, 20 50 cv’ (naxkonnapaa weiFapsinaeL.

DnakoHmap peseHke THIFbIH/IADMEH  THIFBI3 JKAOBUIFAH JKOHE MEH AMIOMMHMI Kalarbi 6ap
f1acTMAacca KaknaKTapMeH KanTaiybl Kepek.

Bacranke kantamanb Tanbanay

Bakuuna ¢nakonsiuga memma aKMapaTTap JKaskLIFaH STHKeTKanap KaOBICTBIPELIAABL:  a)
BETEPHHAPHUAIIBIK MPENapaTThH cayaalblK aTaybl (BaxkumHa); gapinik yarici; 71033, aKTUBTLIIIr] sKoHe
(Hemece) KoHueHTpawys; (nakoHaare! kenemi; €Hi3Y XOJIbl; OHipyLi YHBIMHBIH aTaybl )aHe OHBIH
TayapielK Oenrici; cepust Hemipi; KapaMABIIBIK MEp3iMiHiH asKkTany KyHi («... neiiin JKapambi»);
«Betepunapusia Konmanyra apHaJiFaHy JIereH xasy.

Exinmi kantama

Bakuunaus! konnanyra apuanran HYCKayIIbIK apHaiiel 6etiMaepMen GetiHreH Kopanka BakiuHa
(nakonnapsiven Gipre cansmapl.

Exinwi kantamans TaHbGaay

Bakuuna caneimran KOpanTapaa BeTEpUHAPHAIBIK NIPEMAPATTEIH CayabIK aTayel; OHIIPYIiHiH
ataysl, Tayap Genrici; eHaipyminin MEKeH-)Kalbl; Aopinik ynrici; nosa, akTueTiniri JKIHe (HeMece)
KOHLCHTpaUua; Kopantapiarsl (akoH caHbi; BETEPUHAPUANLIK MPENapaTThiH Kypambl Typabl
aKMapat; CepUSHbIH HOMIpi; eHAipinreH KyHi; HKApaMABIIBIK MEP3iMiHiH asKTany KyHi («... neiiin
Kapam/bl.»); CaKTay WIAPTTApbl; EHTi3y JKOMBI, KOLIAHBICTAFHI CTaHAapTThl Genrici; Tipkey Typasbi
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KA3AKCTAH PECMNYBITUKAChI PECMYBJINKA KA3BAXCTAH
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Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE
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L
«AHTUIEH» Fbl/IbIMU-OHAIPICTIK KSCINOPHbI
RESEARCH AND PRODUCTION Co ANTIGEN LTD a l I I e l I
HAYYHO-NPOU3BOACTBEHHOE NPEANPUATUE «AHTUIEH»

YTBEPXJIAIO
[enepanbbiit pextop TOO
Hayuno-npon3sBoacTBeHHOE
NpeAnpusTHEe «AHTHICH
7 Axmercaabiko H.H.
4 2020 .

antiGGen

AKT \ e

BHEJIPEHWS TEXHOJIOI'MYECKO HP/éuECCA
IMPU MPON3BO/ICTBE BAKIIMUHBI «(RHABDOVAC»

TexXHOIOrHYECKHii NpoLiece HCHbIThIBAJICS B labopatopun «Bupyconorus» TOO HITIT « AHTHrEH»
¢ nexabpsi 2019 roaa - no aexadps 2020 roaa. Ilpornecc CyCrneH3HOHHOrO KyJIbTHBUPOBAHHS KyJIbTYpPbl
kierok BHK-21 Ha Guopeakrtope Bailun Bio, ¢ nocieaytomunm 3apaxenuem mrammom CVS-11 Bupyca
GemeHcTBa. VicnbiTaHne IJaHHOTO MpoLiecca NMPH MPOM3BOICTBE aHTHpabnyeckoi Bakimubl «Rhabdovacy
M03BOJIMJI COKPATHTh CPOKH KyJIbTUBUPOBaHUs ¢ 120 4acos /10 72 4acoB, U MOBBICUTh BBIXOJI BUPYCHbIX
vactuil ¢ 6,0-6,5 lg TLYI50/em® 10 7,25-7,5 Ig TLYI50/em?, Guaroapsi MPMMEHEHUIO HOBBIX PEKHMOB
KyJIbTUBMPOBaHMs, C TMojiepkanuem pH, ajspaumu, TemnepaTypbl M PEryJMpOBKH TOCEBHBIX
KOHUEHTpaLMii.

TexHOIOrnYecknii npolecc 000peH M BHEIPEH B IPOM3BOJICTBO AHTUPAOMYECKOH BaKIIMHbI

«Rhabdovacy.

N
[aBHbIii TEXHOMON //{ﬂgf < IllanGaes B.Y.

PhD noktopaut M%/ Abnyannesa A.A.
Q

Hayunslii corpyiHuk l Kynman6eros K.JI.
naboparopuu «Bupyconorusi» f/

Mutaaumii HayaHbii COTPYIHIK (zé;} ] Hman6Gekosa T.A.
Jlaboparopuu «KynbTypa KieTok» A

Kasakcran Pecny6amkacei, 040905, Amarsi 06/bichi, Kapacaii ayaansi, AGaii aysinbi, Asep6aes k-ci, 4
4, Azerbayeva Str., Abay village, Karasay region, Almaty area, 040905, Republic of Kazakhstan
Pecny6/uka Kasaxcraw, 040905, Awanwaan obnac, Kapacaiickiii p/w , c. AGai, ya. AsepGaesa, 4

Tel.: +7 (727) 389-04-68, 389-04-69; E-mail: info@antigen.kz; www.antigen.kz




image62.jpeg
AKT

omnpe/e/icHue CTePHIbHOCTH
«Bakuuna «RHABDOV AC» nHakTHBHpOBaHHas JKHKAs IPOTHB OELICHCTBA
JKUBOTHBIX»

r. Hyp-Cynran 15.07.2019 rona

Me1, Hkenoanucasimuecs: Kenxebaes T.5., 9KCIepT «YnpaBieHUs! GHOJIOrHYeCcKoi Ge3-
onacHoctn», KomuTeTa BeTepuHapHOro KOHTpOs U Hagzopa MCX PK; Memaunosa I'.H., 3ase-
Ayiouas slabopatopueii «PerncTpannoHHbIe HCIIBITAHKSI, anpobalys BETEPUHAPHBIX Mpenapa-
TOB» Pecny611KkancKkoro rocy1apcTBEHHOrO MPEANPHATHS HA MpaBe XO3SHCTBEHHOTO BEICHHS
«Haumonanbupiit pedpepenTHbIi HEHTp 10 BeTeprHapii» KOMUTETA BETEPHMHAPHOTO KOHTPOJIS |
Hamsopa MCX PK; XKycamGaea C.J., ri1. crietnanuct nabopatopuu «PeructpaltionHbie Herbi-
TaHusl, anpobauus BeTepuHapHbiX npenaparoBy PITI Ha [TXB «HauuonanbHelii pedepenThbiii
LEHTp 10 BeTepuHapum» KomuTeTa BeTepuHapHOro KOHTpous H Hamsopa MCX PK, k.B.H.:
AbumoB A.A., tupekrop TOO «HITLL {uaBax-ABH», 1.8.1.; Batanosa XK.M., TOO HIIIT «Anu-
THTeH» Hay4HbIH COTpYIHHMK jabopatopun «Bupyconorusy, K.B.H.; MCONHUTENDL: TonereHoBa
A.A., criennanuct sabopatopuu «PerucTpaloOHHBIC HCIBITAHHS, ArpoOalns BEeTepHHAPHBIX
npenapatos» Pecny6iukaHCKOro rocy1apcTBEHHOrO MPEANPHSATHS HA MpaBe XO3siCTBEHHOrO
Bejenns «Haunonanbublit pedyepeHTHBIN LEHTp 10 BeTepuHapuu» KomuTeTa BeTepuHapHoro
KoHTpoJs 1 Haazopa MCX PK cocraBuin nacrosiimii akt o toM, uto B nepuos ¢ 01.07. 2019
roza no 15.07.2019 roma npoBeneHO MCMBITAHME HA CTEPUIIBHOCTL BETEPUHAPHOIO Mpenaparta
«Bakuuna «(RHABDOVAC» MHAKTHBUPOBAHHAS XKHKAS IPOTUB GELIEHCTBA JKUBOTHBIX» 310~
tosieHsbiil: TOO HIIIT «AnTturen», Anvaturckas obuacts Kapacaiickuil p-u, ¢. AGaii, yi1.
Asepbaesa, /1. 4, Ha COOTBETCTBHE HOPMATHBHO-TEXHUYECKOH T0KYMEHTaIUH.

OcHoBanueM /IS MpoBesieH s HCIbITanui sBisiercst [Ipukas KomuTera BeTepuHapHOro
koHTposst U Hagzopa MCX PK Ne 94 ot 06.05.2019 r.

Mcenbitanus nposesiensl B abopatopun «PerucTpalliOHHbIX HCIbITAHMIL, anpodallii Be-
TepuHapHbIX npenapatos» PI'TI na [IXB «HPL[B» KBKuH MCX PK.

Onpejienenre CTepUIbHOCTH BETEPUHAPHOTO [IPENapara.

PesynbTaTe! nenbrranmii

B pesysbraTe npoBeeHHBIX MCIBITAHHIT YCTAHOBIEHO, 4T0 «Bakmuna «RHABDOVAC)
MHAKTHBHPOBAHHASA JKU/IKas TPOTHB OEIIEHCTBA KHBOTHBIX» [0 HCTECUECHHH 14 CYTOK 3B 13
TepMocTaTa NpoOMPKH C 10CeBaMM (B TOM YHCIe KOHTPOJbHbIE NpoGupkH). [Ipn ocmotpe B
MPOXOJISIIEM H TOAIOINM THEBHOM CBETE, He ObLI0 0OHapyKeHO pocTa adpobHOM. aHa3pOBHOI
1 rpuOKOBOH MUKPO(IOPEI. A TaKike HA KOHTPOJIbHBIX MPOOHPKAX B TeUeHHs HHKYOUPOBHMUS He
0BHapyX)eH PoCT MUKPOOPraHH3MOB (CTEpUIIbHBIE).

3akiouenue

Berepunapusiii npenapat «Baxunna «RHABDOVAC) nHaKTHBHpOBaHHAs KM/IKas Mpo-
TUB O€IeHCTBA )KUBOTHBIXY, cepust Nel, npoussogcra TOO HITIT «Anturen» PK, nara Boimyc-
ka 10.2018 r. cpox rognocty 24 Mec., N0 UCIBITAHHBIM [1aPAMETPaM COOTBETCTBYET TpeGoBatu-
am CT TOO 980340000548-012-2018.

ITpoToKON NPOBEICHHBIX HCCIe0BaHH puiaraetces Nel96

[Moamnucu:

Ilpencenarens KOMUCCHH: Kemxebaes T.b., skcnepr «Ymnpasnenus
Guosnornyeckoit GesomacHocTH», Komu-
TeTa BETEPHHAPHOIO KOHTPOJIS W HA30pa
MCX PK.

UneHbl KOMHCCHH: Wcemannosa I'.H., 3aBeayrowas nabopa-

Topneﬁ <(PeI‘HCTan.HOHHB]€ UCIBITAHKWSA.
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anpoballis BETEPHHAPHbBIX [PENapaToB»
PecnyOnukaHCcKOro — rocysapcTBEHHOrO
NPEANPUATHS Ha MpPaBe XO3AHCTBEHHOTO
BeJeHns «HaunonanbHblit pedepenTHbIit
HeHTp 1o BerepuHapuuy» Komurera Bete-
pHUHApHOro KOHTpousist W Hamsopa MCX
PK.

Kycambaesa C.W., rn. creuuanucr Jia-
Gopartopuu «PerucTpalliOHHbIE HCIbITA-
HHs, anpobanusi BETEpPHHApPHBIX Mpena-
paroB» PI'TI na IIXB «HaunonanbHbli
pe(epeHTHbIl LEHTP M0 BETEpUHAPHIY
Komurera BETEpHHAPHOTO KOHTPONS M
naazopa MCX PK. k.B.H.

Abumos A.A., mupektop TOO «HIILL
JuaBak-ABH», /1.B.H.

baranosa JXX.M.. TOO HIIIT «AnTuren»
Hay4HBIl COTPYAHHK naboparopun «Bu-
PYyCOJIOTHSI», K.B.H.

A6ayannesa A A., PhD noxropant KasHAY

Tenerenosa AA., CreLHANINUCT
naboparopun «PerucTpaloHHbIE HCIIbI-
TaHus, anpodalks BETEPUHAPHBIX Npe-
naparos» PI'TI na ITXB «Haunonanbmbiit
ped)epeHTHBIA LEHTP 10 BETEpUHAPHHMY
KBKH MCX PK.
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VYTBEPXIAIO
Jupexrop TOO
HayuHo-npou3sBoicTBeHHas
) ®dupma «brosax»
« Amuprasues E.K.
2019 r.

=

ATIPOBAIIMOHHBIX UCTIBITAHWI BAKLIHBI «RHABDOVAC»

M1 Hwkenoanucasmuecs, npodeccop AxmercansikoB H.H., PhD nokropant Adxyanuesa A.A.,
BerepuHapueiii Bpau TOO HII® «buosak» Kpreikbaes E.A., cocTaBumm HacTosmmii akT o
HwkecnenywoueM: ¢ 22.03.2019 no 14.07.2019 rona B xo3siictee TOO HIID «buoBax» npoBomuics
HayYHO-MCCIIE/I0BATENbCKUI  onbIT Ha 10 OBLAX B LEJIAX MCIBITAHUS W BHEAPEHHMS BaKUMHbI
«Rhabdovac», Kak peakTOreHHbIi W MMMYHOOMOJOTHYECKH AKTHBHBIH IIperapar MpoTHB OeIIeHCTBa
JKUBOTHBIX.

ONBIT MPOBOJICS BBEJICHUEM BAKIUHBI MOMKOKHO B 703¢ | CM’, ¢ MOCIEyIONIMM KOHTPOTEM
THTPa BUPYCHEHTPANTN3YIOINX aHTUTET.

B pesynpTaTe NpOBENEHHOTo OMbITA YCTaHOBNEHO, uTo BakuuHa «Rhabdovac» mnpoTus
OemleHCTBAa JKMBOTHBIX —TIOKa3ala XOPOIIYI0 ~AHTHTEHHYIO aKTHBHOCTh M BBICOKHE  THTPBI

BUPYCHEHTPATH3YIOIINX AHTUTE, YTO CBUAETEIBCTBYET 06 3()()eKTMBHOCTH JaHHOTO NMpenapara.

Ne | Homepa BakLHHHPOBAaHHBIX Bt Turp BHA
SKMBOTHBIX A BaKt (g TLso/em’)
Ne000842 B 2,66+0,02
Ne000843 R 3,58+0,17
1 Ne000960 prut— 3,6620,02
No000963 Mzmﬂm i 3,5040,05
Ne000978 3,66+0,02
Ne000985 5 2,58+0,17
Ne001012 aruina 3,50+0,5
2 Ne001025 "CPTEL‘;?::;:;;” 3,4140,02
Ne001034 3,500,5
Ne001037 merozom CVS-11 3,7540,1
g
ITpodeccop, 1.B.H. —5 Axwmercazbikos H.H.
PhD nokropant W AOlnyanuesa A.A.
BerepunapHblii Bpayu 4 Kpsbikbaes E.A.

TOO HII® «buosak»
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KA3AKCTAH PECIIYBJIMKACHI ; ! ‘ PECIIYBJIMKA KABAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

NMATEHT
PATENT

Ne 34909

OHEPTABBICKA / HA U3OBPETEHHUE / FOR INVENTION

(21)  2019/0935.1
(22)  20.12.2019

(45)  26.02.2021

Kytbipy BUpYCBIH ecipyre KO/JaHbLIATbIH AaMBUICBI3 OCETiH TOPLIA KYHeCiHe apHaIFaH KOPEKTIK opTa
TlnratenbHas cpea s KyTbTHBHPOBAHHS IEPEBHBACMBIX KIICTOYHBIX JIMHMIT [IPH PEMPOLYKIMHA BHPYca GemencTsa
Nutrient medium for cultivation of grafted cell lines for rabies virus replication

«AHTUTEH» FBIJIBIMHU-OHAIPICTIK KOCIHIOPHbBI» sxayarkepuriniri mexteyii cepikrecriri (KZ)
ToBapHIIIECTBO C OrpaHH4eHHOi oTBeTcTBeHHOCTRIO «HAYUHO-TTPOM3BOJCTBEHHOE NPEAITPUSATUE «AHTUT'EH» (KZ)
«RESEARCH AND PRODUCTION COMPANY «ANTIGEN» Limited Liability Partnership (KZ)

AxwmercansikoB Hypnan Hyponaunosnu (KZ) Akhmetsadykov Nurlan Nuroldinovich (KZ)
Baranosa JKanar MyxamerkannesHa (KZ) Batanova Zhanat Mukhametkaliyevna (KZ)
Xycaunnos amup Muknarosud (KZ) Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)
1llan6aen baknayner Yuepbekosuu (KZ) Shanbayev Bakdaulet Unerbekovich (KZ)
Kynman6eros Kyar Jlarem6aesuu (KZ) Kulmanbetov Kuat Datembayevich (KZ)
MmanGekosa Tonranaii A6ankepinmosna (KZ) Imanbekova Tolganay Abdikerimovna (KZ)
Axwmercajpikosa [Ismap Hyprnanosna (KZ) Akhmetsadykova Shynar Nurlanovna (KZ)
Abnyanuesa Acem A6aumyparosna (KZ) Abdualiyeva Assem Abdimuratovna (KZ)
Opsinbacap Manuana bonarkaukeiser (KZ) Orynbassar Madiana Bolatzhankyzy (KZ)
Anumxan {ameryins Meiipam6exkpizsl (KZ) Alimkhan Damegul Meirambekkyzy (KZ)

OIK K0J1 KOHBLIIBI E. Ocnanos
Toamucano DLIIT E. Ocnianos
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥ITTHIK 3UATKEPIIiK MeHIIK HHCTUTYTh» PMK nupexropst
Jupextop PI'TI «HanuoHaMbHBIH HHCTHTYT HHTEIUIEKTYAIIbHOM COOCTBEHHOCTH»
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE

e
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KA3AKCTAH PECIIYBJIMKACHI ; ! ‘ PECIIYBJIMKA KASAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MATEHT
PATENT

Ne 34910

OHEPTABBICKA / HA U3OBPETEHHUE / FOR INVENTION

(21)  2019/0936.1
(22)  20.12.2019

(45)  26.02.2021

KyTeIpy BUpyCEIH ocipy Tocimi
Crioco6 penpoayKIiii BUpyca OeleHcTBa
Method of rabies virus replication

«AHTUT'EH» FBIJIBIMHU-OHAIPICTIK KOCIHIOPHbBI» sayarkepuriniri mexreyri cepikrecriri (KZ)
ToBapHIIIECTBO C OrpaHHYeHHOi oTBeTcTBeHHOCTRIO «HAYUHO-TTPON3BOJCTBEHHOE NPEAITPUSATUE «AHTUT'EH» (KZ)
«RESEARCH AND PRODUCTION COMPANY «ANTIGEN» Limited Liability Partnership (KZ)

AxwmercansikoB Hypnan Hyponaunosnu (KZ) Akhmetsadykov Nurlan Nuroldinovich (KZ)
Baranosa JKanar MyxamerkannesHa (KZ) Batanova Zhanat Mukhametkaliyevna (KZ)
Xycannos lamup Muknarosud (KZ) Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)
1llan6aen baknayner Yuepbekosuu (KZ) Shanbayev Bakdaulet Unerbekovich (KZ)
Kynman6eros Kyar Jlarem6aesuu (KZ) Kulmanbetov Kuat Datembayevich (KZ)
MmanGekosa Tonranaii A6ankepimosna (KZ) Imanbekova Tolganay Abdikerimovna (KZ)
AxwmercajpikoBa [Ismap Hyprnanosna (KZ) Akhmetsadykova Shynar Nurlanovna (KZ)
Abnyanuesa Acem A6aumyparosna (KZ) Abdualiyeva Assem Abdimuratovna (KZ)
Opombacap Maauana Bonarxanksise (KZ) Orynbassar Madiana Bolatzhankyzy (KZ)
Anumxan {ameryis Meiipam6exkpizsl (KZ) Alimkhan Damegul Meirambekkyzy (KZ)

OIK K01 KOHBLIIBI E. Ocnanos
Toamucano DL E. Ocnianos
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥ITTHIK 3UATKEPIIiK MeHIIK HHCTUTYTh» PMK nupexropst
Jupextop PI'TI «HanuoHanbHbIH HHCTHTYT HHTEIUIEKTYAIIbHOI COOCTBEHHOCTH»
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE

e
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KA3AKCTAH PECITYBJIHKACHI PECIHYBJIHKA KA3SAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

NMATEHT
PATENT

Ne 35323
OHEPTABBICKA / HA H30BPETEHHE / FOR INVENTION

@1) 202005911
(22) 25082020

@45) 15102021

(54)  JKayapapasin KyTHIpYBINA KApChi BAKIUHA Aaiibiizay Tocii
Ci10COG H3rOTOBCHIA BAKINHbY NPOTH GeUIEHCTEY AMBOTHBIX
Method of manufacturing vaccine against rabies in animals

(73)  «AHTHTEH» FBUILIMH-OHIPICTIK KOCITOPHbI» ayankepuiziri miexreyni cepixrecriri (KZ)
Torapiiectso ¢ orpairschioil otaercTacHHocTs0 «HAYYHO-TIPON3BOJICTBEHHOE TPEITPHSTHE
«AHTHTEH» (KZ)

«RESEARCH AND PRODUCTION COMPANY «ANTIGEN» Limited Liability Partnership (KZ)

Axsercansixos Hypaa Hyponaiosirs (KZ) Akhmetsadykov Nurlan Nuroldinovich (KZ)
Bararosa Kanar Myxaversaicsia (KZ) Batanova Zhanat Mukhametkaliyevna (KZ)
Xycanttos Jfasup Mikaatonins (KZ) Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)
Kpoik6aes Epiin AmiiGexopirs (KZ) Krykbayev Yerkin Aliybekovich (KZ)
Axsercansixosa liap Hypnanosna (KZ) Akhmetsadykova Shynar Nurlanovna (KZ)
AGayanicsa Acem ASuiiyparosiia (KZ) Abdualiyeva Assem Abdimuratovna (KZ)
AGaen 3t Kymaziny (KZ) Abdel Ziyat Zhumadiluly (KZ)

1K Ko Kofisuitst E. Ocnaron
Toamweano LT E. Ocnaros
Signed with EDS Y. Ospanov

YT swATKepK Menmix wieTHTYTE» PMK Smpexropst
Jlnpextop PTT] «Hauoma s bl HHCTITYT HHTEUIEKTYAI5HOl COBCTREHHOCTI
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE
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TAMJIAJIBI MOJIEJIBI'E / HA IIOJIE3HYEO MOJIEJb / FOR UTILITY MODEL

@n

@2

“5)

2021/0031.2

09.01.2021

06.05.2021

Katyapiap/bi KYTHPYbIH CEPOOTUATBIK AMATHOCTHKAAY TACITE
Crocob ceposorHyecKoit IMarHoCTHKN GElICHCTRA JKHBOTHBIX
Method of serological diagnosis of rabies in animals

«Ka3ak yITTBIK arpap/ibiK YHUBEPCHTETI» KOMMEPIHSIBIK EMEC akioHepiik Korambl (KZ)
Hekommepueckoe akunoHepHoe 06uecTBo «Kasaxckuii HaUMOHaMbHBII arpapHblii ynusepenter» (KZ)
«Kazakh National Agrarian University» Non-Commercial Joint-Stock Company (KZ)

Typraukysist Aiinyp (KZ)

Amnvxan Jlameryns Meiipamoexkbizet (KZ)
Xycaunos Jlamup Mukarosiy (KZ)
Axwercaapikos Hypnan Hyponnusosnu (KZ)
Envunbaesa Jleiina Cepukkannesna (KZ)
Keicraybaesa Ajirepim Epkirnosna (KZ)
Baranoa JKanar Myxamerkamuesna (KZ)
Omap6ekoBa Ypikan Kakaraesna (KZ)
Bypxerbaesa Asryis Hypixaybaesna (KZ)
Baiignnnaesa Mukap Kaitparosua (KZ)
Abjtyanuesa Acem Adaumyparosha (KZ)
Kasraesa Boraros Koxaxatosha (KZ)
Karreniesa Jlaypa OpasasirosHa (KZ)
Asnumrasuna Cabupa baiikanosna (KZ)
Mycainvosa XKasipa Vsupoexsiset (KZ)
Opoinxanos Kanar Amanxkonosuy (KZ)
Xacanosa I'ysens Abnyscaraposua (KZ)
Cancri3Gaii AGsuait PoicGaiiys (KZ)
Wbaxkanosa Acem Cepukosna (KZ)
Myxmynosa I'ysanaii AnimskanosHa (KZ)
Cmupiiosa Manyna Cepreesna (KZ)
Vroukuna [Onms Baagumuposna (KZ)
Jlxaembaesa Tarbsina Payonbesna (KZ)

Turgankulkyzy Ainur (KZ)
Alimkhan Damegul Meirambekkyzy (KZ)
Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)
Akhmetsadykov Nurlan Nuroldinovich (KZ)
Yelchibayeva Leila Serikkaliyevna (KZ)
Kystaubayeva Aigerim Yerkinovna (KZ)
Batanova Zhanat Mukhametkaliyevna (KZ)
Omarbekova Urzhan Zhakataevna (KZ)
Burketbayeva Algul Nurzhaubayevna (KZ)
Baidildayeva Inkar Kairatovna (KZ)
Abdualiyeva Assem Abdimuratovna (KZ)
Kaztayeva Botagoz Kozhakhanovna (KZ)
Zhanteliyeva Laura Orazakynovna (KZ)
Alimgazina Sabira Baizhanovna (KZ)
Muslimova Zhadyra Umirbekkyzy (KZ)
Orynkhanov Kanat Amanzholovich (KZ)
Khassanova Guzel Abdulsatarovna (KZ)
Sansyzbay Abylay Rysbayuly (KZ)
Ibazhanova Assem Serikovna (KZ)
Mukhpulova Guzalay Alimzhanovna (KZ)
Smirmova Manuela Sergeyevna (KZ)
Utochkina Yuliya Vladimirovna (KZ)
Jaembayeva Tatyana Rauelevna (KZ)

DUK Kon KoHbLTIBI E. Ocnanos
Toanucano DI E. Ocnanos
Signed with EDS Y. Ospanov

«¥ITTBIK 3UATKEPIiK MEHIIK HHCTUTYTh» PMK nupextopst
Jlupexrop PI'TI «HaupnoHabHbI HHCTHTYT HHTEILIEKTYaIbHOH COOCTBEHHOCTH
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE
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LATVIJAS LAUKSAIMNIECTBAS UNIVERSITATE LATVIA UNIVERSITY OF LIFE SCIENCES
Sl AND TECHNOLOGIES

FACULTY OF
VETERINARY MEDICINE
K. Helmana iela 8, Jelgava, LV-3004, LATVIA
B 14371 630-24662
T E-mail vimfdek @l lv

VETERINARMEDICINAS
FAKULTATE

K. Helmapa icla 8, Jelgava, LV-3004
Talrunis 63024662

E-pasts: vmfdek@llu v

SERTIFICATE
Jelgava

22.05.2019. Nr. 2.1.-24-4/21

This is to certify that ABDUALIYEVA ASSEM, PhD student of Kazakh National
Agrarian University in Almaty, Kazakhstan, has promoted qualification in the ,,Veterinary
Virology™ field from the April 26th to May 26th, 2019.

Professor, Dr.med.vet. Anda Valdovska

Deputy Dean, Dr.med.vet. Kaspars Kovalenko
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LATVIA UNIVERSITY OF LIFE SIENCES AND TECHNOLOGIES

CERTIFICATE
Assem Abdualiyeva
sz sod bty A eion

Development of Technology for the Manufacture of Inactivated Rabics
Vaccine from Strain CVS-11

LLU Viee Rectorof Scence

!

AsmalMrkeica
Chaiperson of Orguizing Commiee




image74.jpeg
®OH/] NEPBOIO NPESWAEHTA PECTV/IMKM KASAXCTAH - ENBACH
TAPAICKMI FOCYAAPCTBEHHBIA YHUBEPCUTET UMEHM M.X. AVNIATU

DAY R

XIll MEXAYHAPOAHASA HAYYHAS KOHOEPEHLMA
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EdFasian Center,
of Innovative Development
DARA

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

This is granted to

Abdualiyeva Assem

for active participation in scientific conference
Global Science and Innovations 2020

which was held on the 6th of March. EQ%D in
Tashkent, Uzbekistan T

2 A
7+ _ZHULDYZ BEXEITOVA
Executive Director
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