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НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР

Осы диссертациялық жұмыста төмендегідей нормативтік құжаттарға және стандарттарға сілтемелер қолданылды:
МЕМСТ 8.579-2019. Өлшем бірлігін қамтамасыз етудің мемлекеттік жүйесі. Өндіру, қаптау, сату және импорттау кезінде қапталған тауарлар санына қойылатын талаптар.
МЕМСТ 12.1.008-76. Еңбек қауіпсіздігі стандарттарының жүйесі. Биологиялық қауіпсіздік. Жалпы талаптар.
МЕМСТ 12.0.003-2015. Еңбек қауіпсіздігі стандарттарының жүйесі. Қауіпті және зиянды өндірістік факторлар.
МЕМСТ 12.2.003-91. Еңбек қауіпсіздігі стандарттарының жүйесі. Өндірістік жабдық. Қауіпсіздікке қойылатын жалпы талаптар.
МЕМСТ 12.3.002-2014. Еңбек қауіпсіздігі стандарттарының жүйесі. Өндірістік процестер. Қауіпсіздікке қойылатын жалпы талаптар.
МЕМСТ 17.0.0.01-76. Табиғатты қорғау және табиғи ресурстарды пайдалануды жақсарту саласындағы стандарттар жүйесі. Негізгі ережелер.
МЕМСТ 7.1–2003. Библиографиялық жазба. Библиографиялық сипаттама. Жалпы талаптар және құрастыру ережелері.
МЕМСТ 28085–2013. Ветеринариялық қолдануға арналған биологиялық дәрілік заттар. Стерильділікті бактериологиялық бақылау әдісі.
ТШ 9398–021–78095326–2006. БҰГ-сорпасы және БҰГ-агар.






















АНЫҚТАМАЛАР

Бұл диссертациялық жұмыста келесі терминдерге сәйкес анықтамалар қолданылған:
Антибиотик – микроорганизмдердің тіршілік әрекетін тежеуге немесе жоюға қабілетті биологиялық немесе синтетикалық зат.
Аэробтар, аэробтық ағзалар – атмосфералық оттегі (O₂) бар ортада тіршілік етіп, дами алатын микроағзалар.
Бактериофагтар – бактерия жасушаларын зақымдап, олардың ішінде көбейіп, лизиске ұшырататын табиғи вирустар.
Бактериофаг титрі – бірлік көлемдегі фаг бөлшектерінің биологиялық белсенділігін сипаттайтын көрсеткіш (PFU/мл).
БҰГ-агар – балық ұны гидролизатына негізделген қатты қоректік орта.
БҰГ-сорпа – балық ұны гидролизатына негізделген сұйық қоректік орта.
Интраназальды енгізу – дәрілік затты мұрын қуысы арқылы енгізу тәсілі.
Колония түзуші бірлік (КТБ) – үлгідегі тіршілікке қабілетті микроорганизмдердің санын сипаттайтын өлшем бірлігі.
Мониторинг – объектінің жай-күйін бағалау мақсатында оның негізгі параметрлерін жүйелі түрде бақылау, тіркеу және талдау үдерісі.
Өсінді – қатты және сұйық ортада өсірілген микроорганизмдердің популяциясы.
Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) – in vitro жағдайында нуклеин қышқылы фрагменттерін амплификациялау әдісі.
Резистенттілік – микроорганизмнің антимикробтық препараттардың немесе биологиялық факторлардың әсеріне төзімділік қасиеті.
Сақау – Streptococcus equi қоздырушыы тудыратын, жылқының жоғарғы тыныс жолдарының шырышты қабығы мен аймақтық лимфа түйіндерінің іріңді қабынуымен сипатталатын жұқпалы ауру.
Штамм – бір түрге жататын, морфологиялық және биологиялық қасиеттері тұрақты микроорганизмдер популяциясы.
PFU (Plaque Forming Unit) – бактериофагтардың санын сипаттайтын халықаралық өлшем бірлігі.












БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

Осы диссертациялық жұмыста келесі белгілеулер мен қысқартулар қолданылды:
	АШМ
	–
	Ауыл шаруашылығы министрлігі

	ӘБ
	–
	Әсер бірлігі

	БҚПҒЗИ
	–
	Биологиялық қауіпсіздік проблемаларының ғылыми-зерттеу институты

	БҰГ-агар
	–
	Балық ұны гидролизатына негізделген қатты қоректік орта

	БҰГ-сорпа
	–
	Балық ұны гидролизатына негізделген сұйық қоректік орта

	ВБжҚК
	–
	Ветеринариялық бақылау және қадағалау комитеті

	г
	–
	грамм

	ЕПА
	–
	Ет-пептонды агар

	ЕПБС
	–
	Ет-пептонды бауыр сорпасы

	ЕПС
	–
	Ет-пептонды сорпа

	ЖШС
	–
	Жауапкершілігі шектеулі серіктестік

	КТБ
	–
	Колония түзуші бірлік

	ҚР
	–
	Қазақстан Республикасы

	МемСТ
	–
	Мемлекеттік стандарт

	мг
	–
	миллиграмм

	мин
	–
	минут

	мкм
	–
	микрометр

	мл
	–
	миллилитр

	м.ж
	–
	микроб жасушасы

	нм
	–
	нанометр

	сағ
	–
	сағат

	см
	–
	сантиметр

	т.б.
	–
	тағы басқа

	ТШ
	–
	Техникалық шарттар

	ҰС
	–
	Ұйым стандарты

	ш/қ
	–
	шаруа қожалығы

	BLAST
	–
	Генетикалық тізбектерді салыстыру бағдарламасы

	bp
	–
	Нуклеотид жұбы (base pair)

	CsCl
	–
	Цезий хлориді (cesium chloride)

	E. coli
	–
	Escherichia coli

	FASTQC
	–
	Секвенирлеу деректерінің сапасын талдау бағдарламасы

	kDa
	–
	Килодальтон

	MEGA
	–
	Филогенетикалық талдау бағдарламасы

	NCBI
	–
	Ұлттық биотехнологиялық ақпарат орталығы (National Center for Biotechnology Information)

	ORF
	–
	Ашық оқу аймағы (Open Reading Frame)

	pH
	–
	сутегі иондарының концентрациясы

	RAST Server
	–
	Геномды автоматты аннотациялау жүйесі

	Str. equi
	–
	Streptococcus equi


КІРІСПЕ

Зерттеу жұмысының өзектілігі
Жылқы сақауының қоздырушысы Streptococcus equi subsp. equi болып табылатын, жоғарғы тыныс алу жолдарының жедел іріңді қабынуымен, мұрын-жұтқыншақтан шырышты-іріңді бөлінділердің бөлінуімен және аймақтық лимфа түйіндерінің абсцестенуімен сипатталатын жоғары контагиозды бактериалдық инфекция [1].
Қазіргі уақытта бұл ауру әлемнің көптеген елдерінде тіркелетін, жылқы шаруашылығы үшін эпизоотологиялық және ветеринариялық тұрғыдан маңызын жоғалтпаған инфекциялардың бірі ретінде қарастырылады [2].
Сақау індетінің таралуы шаруашылық ішіндегі жекелеген спорадиялық жағдайлардан бастап, энзоотиялық ошақтар мен эпизоотиялық өршулерге дейін әртүрлі деңгейде көрініс береді; оның таралу қарқынына жануарларды топтап ұстау, орын ауыстыру және бақылау-карантин шараларының жеткіліктілігі тікелей әсер етеді [3].
Аурудың клиникалық ағымы әркелкі болуы мүмкін: дене температурасының жоғарылауы, мұрын-жұтқыншақтан бөлінділердің бөлінуі, аймақтық лимфа түйіндерінің ұлғаюы мен іріңдеуімен қатар, жекелеген жағдайларда асқынған түрлері де тіркеледі [4].
Сақау ауруы мен оған қарсы күрес шараларын зерттеудің тарихи қалыптасуы бұл инфекцияның ветеринариялық практикадағы ұзақ мерзімді маңызын және оған қатысты ғылыми қызығушылықтың тұрақтылығын көрсетеді [5].
Жылқылардағы сақау бойынша эпизоотиялық таралу деректерімен қатар, ауру кезінде гемато-биохимиялық өзгерістердің байқалуы инфекциялық үдерістің жануар организміне кешенді әсер ететінін айғақтайды [6].
Streptococcus equi патогенділігінің іске асуында стрептококк ферменттері мен вируленттік факторлардың рөлі маңызды, бұл қоздырушының организмде орнығуы мен қабыну үдерісінің дамуын түсіндіреді [7].
Соңғы жылдары Streptococcus equi геномының қосалқы бөлігінің (accessory genome) географиялық әртүрлілігіне қатысты деректердің жиналуы эпизоотологиялық қадағалау мен профилактикалық тәсілдерді жетілдіру қажеттігін күшейтті [8].
Инфекцияның таралуында клиникалық ауру жануарлармен қатар, клиникалық белгілері байқалмайтын тасымалдаушылардың да рөлі зор, өйткені қоздырушының персистенциясы табында инфекцияның қайта өршуіне негіз болады [9].
Сонымен бірге Streptococcus equi-дің сыртқы орта жағдайларында белгілі бір уақыт сақталуы шаруашылық аумағында инфекцияның айналымда болуына және жанама берілу қаупінің сақталуына ықпал етеді [10].
Сақау ауруының кең таралуы мен оны бақылау қажеттілігі жылқы шаруашылығында эпизоотологиялық шығындармен қатар, ұйымдастырушылық және ветеринариялық шығындардың артуына алып келеді [11].
Қазіргі кезеңде антимикробтық препараттарды кең көлемде қолдану нәтижесінде антибиотиктерге төзімділік жаһандық деңгейдегі өзекті проблемаға айналды [12].
Азық-түлік жануарларында антимикробтық препараттарды қолдану ауқымының өсуі ветеринариялық медицинада баламалы және антибиотикті үнемдейтін технологияларды әзірлеудің қажеттілігін арттырады [13].
Осы тұрғыдан алғанда, Streptococcus equi изоляттарының антимикробтық препараттарға сезімталдығының өзгергіштігі туралы деректер сақау терапиясында тиімділікті тұрақты бақылаудың маңызын көрсетеді [14].
Бактериофагтар бактерияларға жоғары телімділікпен әсер ететін табиғи вирустар ретінде антимикробтық терапияның перспективалы биологиялық құралы болып саналады [15].
Фаготерапияның маңызды артықшылықтарының бірі – патогенді микроорганизмдерді нысаналы (селективті) түрде басып, қалыпты микробиоценозға түсетін қысымды азайту мүмкіндігі [16].
Клиникалық тәжірибеде фагтарды қолданудың қауіпсіздігі жөніндегі дәлелдердің артуы бұл бағыттың қолданбалы маңызын күшейтеді [17].
Бактериофагтарды емдік мақсатта пайдалану тұжырымдамасы мен оның ғылыми негіздері фагтық биопрепараттарды әзірлеу үшін сенімді теориялық база қалыптастырады [18].
Қазақстанда Streptococcus equi қоздырушының биологиялық және молекулалық-генетикалық қасиеттеріне қатысты жекелеген зерттеулер жүргізілгенімен, сақау ауруын емдеуге арналған телімді фагтық биопрепаратты технологиялық тұрғыдан әзірлеу және оны кешенді бағалау мәселесі әлі де өзекті болып отыр [19].
Жылқылардағы антибиотикке төзімді бактериялық инфекцияларға қарсы фагтық тәсілдерді қолдану жөніндегі қазіргі зерттеулер ветеринариялық фаготерапияның практикалық әлеуеті жоғары екенін көрсетеді [20].
Осыған байланысты Streptococcus equi-ге қарсы телімді бактериофаг негізінде биологиялық препарат әзірлеу және оны жылқы сақауын емдеуде қолдану ғылыми және практикалық тұрғыдан өзекті міндет болып табылады.
Жүргізілген патенттік ізденістер нәтижесінде жылқы сақауын емдеуге арналған Streptococcus equi-ге телімді фагтық биопрепараттарға қатысты Қазақстан Республикасы аумағында тіркелген патенттік шешімдердің болмауы анықталды. Бұл аталған зерттеу бағытының ғылыми жаңалығы мен практикалық маңызын арттырады.
Зерттеу жұмыстары Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім министрлігінің Ғылым комитеті 2020–2022 жылдар аралығында қаржыландырған «Жылқының сақауын емдеу үшін бактериофаг алу» (ИРН AP0855635) гранттық жобасы аясында орындалды.
Зерттеу жұмысының мақсаты – Streptococcus equi қоздырушыына қарсы литикалық бактериофагты бөліп алу, оның фенотиптік және генотиптік қасиеттерін зерттеу, осы фаг негізінде биологиялық препарат технологиясын әзірлеу және әзірленген биопрепаратты жылқы сақауын емдеуде қолдану.
Осы мақсатқа жету үшін келесі міндеттер қойылды:
1. Streptococcus equi патогенді штаммына тән литикалық бактериофагтарды бөліп алу мақсатында сақаумен ауырған құлындардан биоматериал мен қоршаған орта үлгілерін жинау;
2. Құлыннан оқшаулаған Streptococcus equi патогендік штаммдарына тән литикалық бактериофагтарды бөліп алу;
3. Бөлініп алынған сақау фагтарының негізгі биологиялық және молекулалық-генетикалық қасиеттерін (вирион морфологиясы, литикалық белсенділігі мен спектрі, ген ерекшеліктері, температураға және хлороформға төзімділігі және т.б.) зерттеу;
4. Streptococcus equi-ге қатысты бактериофагты таңдап, оның негізінде биологиялық өнім әзірлеу және оның технологиялық аспектілерін зерттеу;
5. Жылқы сақауы терапиясына арналған фагтық биопрепаратқа комиссиялық сынақтар жүргізу және нормативтік-техникалық құжаттарын ресімдеу.
Ғылыми жаңалығы
Жүргізілген ғылыми-зерттеу жұмыстарының нәтижесінде Қазақстан Республикасында алғаш рет жылқы сақауы бойынша эпизоотологиялық қолайсыз шаруашылықтардан алынған клиникалық және қоршаған орта үлгілерінен Streptococcus equi қоздырушыына телімді литикалық бактериофагтар бөлініп алынды. Бөлінген фагтардың Streptococcus equi-ге жоғары телімділігі эксперименттік түрде дәлелденіп, олардың негізгі биологиялық қасиеттері кешенді сипатталды.
Зерттеу барысында Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының толық геномы секвенирленіп, оның құрылымдық-функционалдық ерекшеліктері жан-жақты сипатталды. Фаг геномының жалпы ұзындығы 40 535 жұп негіз (bp), GC-құрамы 41,2 % екені анықталды. Геномдық аннотация нәтижесінде 54 ашық оқу рамкасы (ORF) анықталды.
BLAST биоинформатикалық талдауы нәтижесінде фаг геномының Streptococcus туысына тән T9 бактериофагының геномымен шамамен 98 % нуклеотидтік ұқсастық көрсететіні айқындалды. RAST платформасы арқылы жүргізілген функционалдық аннотация барысында фаг геномында құрылымдық және репликацияға қатысатын гендердің болуы расталды.
Фенотиптік және генотиптік сәйкестендіру (консервативті hyaluronidase гені бойынша) нәтижелері бөлініп алынған бактериофагтың стрептококк текті бактериофагтар тобына жататынын дәлелдеп, оның таксономиялық орны ғылыми тұрғыдан нақтыланды.
Зерттеу барысында бөлінген бактериофагтар арасынан литикалық белсенділігі жоғары фаг сұрыпталып, соның негізінде Streptococcus equi қоздырушыына қарсы бағытталған «Streptophagum equi» терапиялық фагтық биопрепараты әзірленді. Әзірленген биопрепараттың ерекшелігі – Streptococcus equi бактериясына қатысты жоғары селективтілігі мен тұрақты литикалық белсенділігі.
Алынған ғылыми нәтижелер Қазақстан Республикасында фаготерапия бағытындағы зерттеулерді дамытуға теориялық және қолданбалы тұрғыдан негіз қалыптастырып, жылқы сақауын емдеуде бактериофагтарды қолданудың тиімділігін ғылыми тұрғыдан негіздеуге мүмкіндік берді.
Зерттеу нысаны
Streptococcus equi қоздырушыына қарсы бөлініп алынған литикалық белсенді бактериофаг негізінде әзірленген биопрепарат «Streptophagum equi».
Диссертацияны қорғауға шығарылатын негізгі қағидалар:
· Жылқы сақауының қоздырушыы Streptococcus equi-ге телімді, литикалық белсенді бактериофаг бөлініп алынды және оның биологиялық, морфологиялық, молекулалық-генетикалық қасиеттері кешенді түрде сипатталды. Жүргізілген зерттеулер бөлінген бактериофагтың Streptococcus equi-ге жоғары телімділігі мен тұрақты литикалық белсенділігін дәлелдеп, оны фагпен емдеуде қолдануға жарамды биологиялық агент ретінде негіздеді;
· Streptococcus equi-ге телімді бөлінген бактериофагтың толық геномдық реттілігі анықталды, ал биоинформатикалық талдау нәтижесінде оның стрептококк текті литикалық бактериофагтар тобына жататыны дәлелденді. Геномдық аннотация фаг геномында құрылымдық, репликациялық және лизистік функцияларға жауапты гендердің бар екенін көрсетті;
· Бөлінген литикалық бактериофаг негізінде жылқы сақауын емдеуге арналған «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының технологиясы әзірленді. Биопрепаратты алу, тазалау, шоғырландыру және сақтау кезеңдері айқындалып, фагтың биологиялық белсенділігін сақтайтын технологиялық режимдер белгіленді;
· «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының жылқы сақауындағы терапиялық тиімділігі in vivo модельде эксперименттік түрде дәлелденді. Биопрепаратты интраназальды және абсцесс қуысына тікелей енгізу қабыну белгілерінің регрессиясын жеделдетіп, Streptococcus equi қоздырушының элиминациясын антибиотиктермен (ветбицин-5, тилозин-50 және 4% гентамицин) салыстырғанда ертерек қамтамасыз етті.
Жұмыстың теориялық және тәжірибелік маңыздылығы
Теориялық маңыздылығы. Зерттеу нәтижесінде Streptococcus equi қоздырушыына телімді литикалық бактериофагтың биологиялық, морфологиялық және молекулалық-генетикалық қасиеттері кешенді түрде сипатталды. Бөлініп алынған фагтың толық геномдық реттілігінің анықталуы және биоинформатикалық талдауы стрептококк текті литикалық бактериофагтардың құрылымы мен функционалдық ұйымдасуы туралы ғылыми деректерді толықтырды. Алынған мәліметтер фаг-бактерия өзара әрекеттесуінің ерекшеліктерін түсіндіруге және Streptococcus equi-ге қарсы бағытталған фагтық биопрепараттарды әзірлеудің ғылыми негізін қалыптастыруға мүмкіндік береді.
Практикалық маңыздылығы. Зерттеу барысында әзірленген «Streptophagum equi» фагтық биопрепараты жылқы сақауын емдеуде қолданудың перспективалы құралы ретінде ұсынылады. Биопрепарат технологиясының әзірленуі, фагтың биологиялық белсенділігін сақтайтын технологиялық режимдердің айқындалуы және in vivo жағдайында терапиялық тиімділігінің дәлелденуі алынған нәтижелерді ветеринариялық практикаға енгізуге негіз болады. Ұсынылған фагпен емдеу тәсілі антибиотиктік терапияға балама немесе оны толықтырушы әдіс ретінде қолданылып, антимикробтық препараттарға төзімділік қаупін төмендетуге бағытталған. Алынған деректер сақау бойынша қолайсыз шаруашылықтарды сауықтыруда практикалық мәнге ие.
Зерттеу нәтижелерін апробациядан өткізу
Зерттеу нәтижелері төменде келтірілген халықаралық ғылыми-практикалық конференцияларда баяндалып, талқыланды:
П.А. Столыпин атындағы мемлекеттік аграрлық университет ұйымдастырған биология ғылымдарының докторы, профессор Д.А. Васильевтің 70 жылдығына арналған «Қазіргі микробиология мен биотехнологияның іргелі аспектілері мен практикалық мәселелері» атты халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференция. Ульяновск қ., Ресей. 2022 ж. (2 мақала).
Қазақ Ұлттық аграрлық зерттеу университеті ұйымдастырған ҚР ҰҒА академигі, ветеринария ғылымдарының докторы, профессор Тілеуберді Сайдулдиннің 80 жылдығына арналған «Қазақстан Республикасында ветеринария және мал шаруашылығының жағдайы және даму болашағы» атты халықаралық ғылыми-практикалық конференция, Алматы қ., Қазақстан, 2023 ж. (Қосымша М).
Оңтүстік Қазақстан медицина академиясы ұйымдастырған «Биология, медицина және фармацияны дамыту перспективалары» атты XI халықаралық ғылыми конференциясы, Шымкент қ., Қазақстан, 2024 ж. (Қосымша М).
International Association for New Technologies (NewTech Congress) ұйымы ұйымдастырған «Биотехнология және биомедицина» атты XI-ші халықаралық ғылыми конференциясы, Париж қ., Франция, тамыз 2025 ж.
Зерттеу жұмысының жарияланымдары
  Докторант әр түрлі конференцияларда талқылауға белсенді қатысып және зерттеу нәтижелерін жариялауға өз үлесін қосты.
Диссертациялық жұмыс материалдары бойынша 17 ғылыми еңбек жарияланды, оның ішінде 2 мақала Scopus халықаралық дерекқорына кіретін рецензияланатын ғылыми журналдарда жарық көрді, атап айтқанда: Veterinaria Italiana журналында (2023 ж., Q2, процентиль – 50) және International Journal of Veterinary Science журналында (2024 ж., Q1, процентиль – 76).
Сонымен қатар, диссертация материалдары бойынша Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім саласындағы сапаны қамтамасыз ету комитеті ұсынған ғылыми басылымдарда – 1 мақала, Ресей Федерациясының Жоғары аттестациялық комиссиясы ұсынған рецензияланатын ғылыми басылымдарда – 4 мақала, ресейлік және отандық ғылыми журналдарда – 5 мақала, халықаралық ғылыми-практикалық конференциялар материалдарында – 4 мақала жарияланды. Ғылыми зерттеу нәтижелерінің практикалық маңыздылығы диссертация материалдары негізінде алынған 1 өнертабыс патентімен расталады (Қосымша В).
Автордың жеке үлесі
Автор диссертациялық зерттеудің барлық кезеңдеріне тікелей қатысып, ғылыми тұжырымдаманы қалыптастырудан бастап алынған нәтижелерді талдау мен қорытындылауға дейінгі негізгі жұмыстарды дербес орындады. Зерттеу барысында Streptococcus equi қоздырушыына телімді бактериофагтарды бөліп алу, олардың биологиялық, морфологиялық және молекулалық-генетикалық қасиеттерін кешенді зерттеу жүзеге асырылды. Сонымен қатар фагтық биопрепаратты әзірлеудің технологиялық схемасы жасалып, оны алу, тазалау, шоғырландыру және сақтау режимдері негізделді. In vitro және in vivo эксперименттік зерттеулерді жоспарлау және орындау, алынған деректерді статистикалық өңдеу, нәтижелерді интерпретациялау, ғылыми қорытындыларды тұжырымдау және диссертация мәтінін дайындау автордың тікелей қатысуымен жүзеге асырылды.
Жұмыстың құрылымы мен көлемі
Диссертациялық жұмыс кіріспе, негізгі бөлімдер, қорытынды мен қосымшалардан құралған. Диссертациялық жұмыстың көлемі 107 бет, қосымшаларымен бірге 156 беттен тұрады. Жұмыста нәтижелерді көрнекі көрсету үшін 17 кесте және 30 сурет берілген. Пайдаланылған әдебиеттер тізімі отандық және шетелдік авторлардың 160 дереккөзін қамтиды.

























1 ӘДЕБИЕТКЕ ШОЛУ
1.1 Жылқы сақауының эпизоотологиясы
Жылқы сақауының эпизоотологиялық үдерісі инфекциялық ауруларға тән классикалық үлгіден бірқатар ерекшеліктерімен ажыратылады және қоздырушының биологиялық бейімділігі мен жылқы табынын басқару жүйесіне тікелей тәуелді түрде қалыптасады. Streptococcus equi subsp. equi қоздыратын сақау инфекциясы табын ішінде қысқа мерзімде таралуымен қатар, шаруашылық аумағында ұзақ уақыт сақталу қабілетімен ерекшеленеді. Қоздырушының қора-жайларда және қоршаған орта нысандарында ұзақ сақталуы эпизоотиялық ошақтардың тұрақтылығын қалыптастырып, шаруашылық ішінде инфекцияның жасырын көздерінің пайда болуына да әкеледі. Мұндай жағдайда қоздырушының айналымы клиникалық ауру жануарлармен ғана емес, клиникалық белгілері байқалмайтын тасымалдаушылар арқылы да жүзеге асады [21, 22].
Қоздырушының берілу механизмдері эпизоотологиялық үрдістің күрделілігін арттыратын негізгі факторлардың бірі болып табылады. Streptococcus equi тікелей жанасу арқылы ғана емес, сонымен қатар ластанған күтім заттары, құрал-жабдықтар, жем-шөп пен су арқылы жанама жолмен де таралуы мүмкін [23]. Сонымен қатар инфекцияның жабық қора-жайларда таралуына ауа-тамшылы және жанама берілу факторлары ықпал етуі мүмкін. Қоздырушының сыртқы ортада салыстырмалы түрде ұзақ сақталуы оның эпизоотиялық әлеуетін айтарлықтай күшейтеді. Boyle және әріптестерінің зерттеулерінде Streptococcus equi-дің ылғалды ортада бірнеше апта, ал органикалық субстраттарда бірнеше ай бойы тіршілік қабілетін сақтай алатыны көрсетілген [10, б. 51].
Нәтижесінде табында инфекциялық қысымның тұрақты сақталуы байқалып, эпизоотиялық үрдістің үздіксіз жүруіне жағдай жасалады. Сақау эпизоотологиясының маңызды ерекшеліктерінің бірі – инфекцияның табын ішінде ұзақ уақыт сақталуы болып табылады. Бұл жағдай инфекцияның жекелеген ошақтармен шектелмей, кең аумаққа таралуына ықпал етіп, аурудың эндемиялық тұрақтануына әкеледі. Соның салдарынан індетке қарсы ветеринариялық-санитариялық іс-шараларды ұйымдастыру күрделеніп, аурудың қайталану қаупі сақталады [24, 25].
Жылқы табынының жас құрылымы сақау эпизоотологиясында маңызды орын алады. Ғылыми деректерге сәйкес, жас жылқылар, әсіресе құлындар, инфекцияға аса сезімтал топты құрайды. Бұл құбылыс иммундық жүйенің толық жетілмеуімен қатар, олардың тығыз топтасып ұсталуы және ортақ азықтандыру мен суару жүйелерін пайдалануымен түсіндіріледі. Осындай жағдайларда инфекция алдымен осы жас топта шоғырланып, кейін табынның басқа бөліктеріне таралуы мүмкін [26, 27].
Әдеби деректерде ересек жануарларда сақау ауруы көбіне жасырын түрде өтетіні көрсетілген [28].
Нәтижесінде эпизоотиялық процесс екі деңгейде қатар жүреді: клиникалық айқын формалар негізінен сезімтал топта байқалса, инфекцияның сақталуы мен таралуы көбіне клиникалық белгілері жоқ тасымалдаушы ересек жылқылар арқылы қамтамасыз етіледі [29].
Сақау эпизоотологиясындағы өзекті мәселелердің бірі – клиникалық белгілер жойылғаннан кейін сақталатын жасырын тасымалдаушылық. Бірқатар зерттеулерде қоздырушының жұтқыншақ қапшықтарында ұзақ уақыт бойы сақталып, клиникалық тұрғыдан сау көрінетін жылқылардың инфекцияның тұрақты көзі ретінде қызмет атқаратыны анықталған [30]. Мұндай жануарлар эпизоотиялық тұрғыдан аса қауіпті болып саналады, себебі олар инфекцияның қайта өршуіне және табын ішінде ұзақ уақыт сақталуына ықпал етеді. Riihimäki және әріптестері тасымалдаушы жылқыларды дер кезінде анықтамау сақау эпизоотиясының қайталану қаупін айтарлықтай арттыратынын көрсетеді [31].
Кейбір авторлар сақау ауруын «басқарылуы қиын инфекциялар» қатарына жатқызады, себебі эпизоотологиялық процестің барлық буындарына бір мезгілде әсер ету қажет [32]. Ауруды тек клиникалық емдеу арқылы шектеу эпизоотиялық тұрғыдан жеткіліксіз, өйткені бұл тәсіл инфекцияның жасырын көздерін жоймайды. Осыған байланысты сақау эпизоотологиясын талдауда «табын деңгейіндегі» тәсілдің маңызы артып отыр.
Елімізде сақау ауруының эпизоотологиясы жылқы шаруашылығының дәстүрлі ерекшеліктерімен тығыз байланысты. Отандық зерттеулерде аурудың негізінен жайылымдық және жартылай жайылымдық ұстау жүйесі басым шаруашылықтарда, сондай-ақ құлын өсіруге маманданған табындарда жиі тіркелетіні көрсетілген [33].
Сансызбай А.Р. және әріптестері еңбектерінде сақау инфекциясының республика аумағында ұзақ уақыт бойы энзоотиялық сипат алғаны және оған қарсы күресте жүйелі ветеринариялық-санитариялық әрі эпизоотологиялық шаралардың жеткіліксіздігі атап өтіледі [34, 35].
Жылқылардың маусымдық орын ауыстыруы, жайылымдардың кең аумақта орналасуы және шаруашылықтар арасындағы бейресми мал алмасу эпизоотологиялық бақылауды айтарлықтай қиындатады. Мұндай жағдайларда инфекцияның таралуы жеке шаруашылықтар шеңберімен шектелмей, аймақтық деңгейде тұрақты эпизоотиялық ошақтардың қалыптасуына әкелуі мүмкін, бұл республикадағы сақау ауруына қарсы күресті күрделендіреді [36].
Қазіргі ғылыми көзқарастарға сәйкес, сақау эпизоотологиясын тиімді басқару үшін инфекцияның таралу тізбегін үзуге бағытталған көпдеңгейлі стратегия қажет. Бұл стратегия клиникалық бақылаумен қатар, эпизоотологиялық мониторингті, тасымалдаушыларды анықтауды, биологиялық қауіпсіздік шараларын күшейтуді және табын құрылымын басқаруды қамтуы тиіс [37]. Мұрын-жұтқыншақтан алынған сынамаларды жүйелі зерттеу және табын ішіндегі мониторинг клиникалық белгілері әлсіз немесе жасырын түрде өтетін инфекция жағдайларын ерте анықтауға мүмкіндік береді. Мұндай бақылау жүйелері инфекцияның шаруашылық ішінде таралуын шектеуге және эпизоотиялық ошақтардың қалыптасуының алдын алуға бағытталған тиімді құралдар болып саналады [38].
Эпизоотологиялық процестің қалыптасуында сақау қоздырушының табын ішіндегі циркуляциясы ерекше мәнге ие. Көптеген зерттеулер инфекцияның бір реттік эпизоотия ретінде емес, өзара байланысты эпизоотиялық тізбектер арқылы ұзақ уақыт сақталатынын көрсетеді. Мұндай жағдайда аурудың уақытша бәсеңдеуі эпизоотиялық процестің тоқтағанын білдірмейді, керісінше инфекцияның жасырын түріне ауысуын сипаттайды [31, б. 188-191; 39-41].
Халықаралық әдеби деректер сақау ауруының көптеген елдерде тұрақты түрде кездесетінін және оның таралу сипаты көбіне энзоотиялық деңгейде сақталатынын көрсетеді. Эпизоотологиялық бақылау нәтижелері аурудың жыл сайын қайталанып отыруы шаруашылықтар арасындағы мал алмасумен және жарыс, көрме сияқты іс-шараларға қатысумен тығыз байланысты екенін дәлелдейді [42-44].
Әртүрлі географиялық аймақтарда жүргізілген зерттеулер сақау ауруының таралуы климаттық жағдайлар мен жылқыларды ұстау және күтіп-бағу жүйелерімен тығыз байланысты екенін көрсетеді. Еуропа және Азия елдерінде тіркелген эпизоотиялық өршулердің басым бөлігі жылқыларды тығыз орналастырумен, жабық қораларда ұзақ уақыт ұстаумен және санитариялық-гигиеналық талаптардың жеткіліксіз сақталуымен байланысты екені атап өтіледі [45, 46]. Мұндай жағдайларда инфекция табын ішінде жедел таралып, эпизоотиялық үрдістің тұрақтануына қолайлы жағдай қалыптасады.
Қазақстанда жылқы сақауы жылқы шаруашылығы үшін маңызды ветеринариялық-санитариялық мәселе болып табылады. Бұл ауру елдің әртүрлі аймақтарында оқтын-оқтын тіркеліп, эпизоотиялық жағдайға айтарлықтай әсер етеді. Әсіресе жылқыларды жайылымдық ұстау жүйесі кең таралған өңірлерде, атап айтқанда Жетісу, Шығыс Қазақстан, Ақмола, Қарағанды, Солтүстік Қазақстан және Атырау облыстарында сақаудың таралу жиілігі жоғары. 2020-2022 жылдары Алматы облысында жүргізілген эпизоотологиялық зерттеулер нәтижесінде Еңбекшіқазақ және Жамбыл аудандарындағы жылқы шаруашылықтарында аурудың маусымдық сипаты мен тұрақты эпизоотиялық ошақтары бар екені анықталған. Бұл кезеңдерде құлындарды енесінен ажырату, мал қозғалысының артуы (көктемгі және күзгі көшірулер), сондай-ақ ауа райының құбылмалылығы инфекцияның таралуына қолайлы жағдай туғызады [33, б. 46].
2017 жылы Атырау облысында жылқылардың жаппай қырылу жағдайы тіркелді. Ауруға шалдыққан жануарлардың үлесі 60%-дан асқан, ал өлім-жітім көрсеткіші шамамен 4–6% аралығында болған. Зертханалық зерттеулер нәтижесінде ауырған және өлген жылқылардан Streptococcus equi қоздырушыы анықталған. Атырау облыстық өңірлік коммуникациялар қызметінің мәліметі бойынша, Исатай ауданында 230-дан астам жылқы ауырып, олардың шамамен 100-ге жуығы сақау ауруынан қырылған [47].
Жылқыларды топтап ұстау және сырттан енгізілген жануарларды табынға қосу індеттің жануарлар арасында тікелей және жанама жолмен таралуын жеделдетеді. Осы шаруашылықтарда Streptococcus equi қоздырушыымен қатар кейбір жағдайларда Streptococcus equi subsp. zooepidemicus түрі де бөлініп алынған, ол көбіне жасырын түрде немесе қайталама инфекция ретінде кездеседі [48].
Жалпы алғанда, жылқы сақауы шаруашылықтарға елеулі экономикалық зиян келтіреді. Бұл залал жұқтырған жануарлардың өсуі мен дамуының тежелуімен, қоңдылығының төмендеуімен, малдың қырылуымен, сондай-ақ емдеу-профилактикалық және ұйымдастырушылық шараларға жұмсалатын шығындармен байланысты [49, 50].
Елімізде жылқы сақауына қарсы диагностикалау, оқшаулау, емдеу және дезинфекциялау шаралары бекітілген нормативтік құжаттар негізінде жүзеге асырылады. Алайда кейбір шалғай өңірлерде ветеринариялық қызметтердің жеткіліксіздігі, ауруды кеш анықтау және мал иелерінің клиникалық белгілерге жеткілікті мән бермеуі эпизоотиялық жағдайды күрделендіреді. Сонымен қатар мал тасымалдау кезінде және жәрмеңкелерде ветеринариялық бақылаудың әлсіздігі, дезинфекциялық шаралардың толық орындалмауы сақау ауруының ел аумағында таралуына ықпал етеді. 2020 жылдан кейінгі кезеңде кейбір өңірлерде тұрақты эпизоотиялық ошақтардың тіркелуі бұл аурудың эндемиялық сипат алғанын көрсетеді [51]. Осылайша, жылқы сақауының эпизоотологиясы қоздырушының берілу механизмдерінің көптүрлілігімен, жасырын тасымалдаушылықтың сақталуымен, жылқы табынының жас құрылымымен және шаруашылықтағы басқару деңгейімен анықталатын күрделі үрдіс болып табылады. Бұл ерекшеліктер инфекцияның ұзақ уақыт сақталуына және қайталама эпизоотиялық өршулердің туындауына жағдай жасап, сақауға қарсы күресте тек оқшаулау шараларымен шектелмей, кешенді әрі ғылыми негізделген стратегияны әзірлеудің қажеттілігін көрсетеді.

1.2 Streptococcus equi қоздырушысы және оның биологиялық қасиеттері
Жылқы сақауының этиологиялық қоздырушысы Streptococcus equi subsp. equi болып табылады. Бұл микроорганизм Streptococcus туысына, Streptococcaceae тұқымдасына жатады және Khaled Ghathian  серологиялық жіктемесі бойынша С тобына енгізілген бета-гемолитикалық стрептококк ретінде сипатталады [52-54].
Streptococcus equi – грампозитивті, кокк тәрізді, көбіне ұзын тізбектер түзетін бактерия болып табылады және жоғарғы тыныс алу жолдарының шырышты қабықтарына адгезияланып, колонизациялануға бейім. Қоздырушының морфологиялық ерекшелігі – іріңді жағындыларда тізбектеле орналасқан кокктардың анықталуы. Бактерия жасушалары бір-бірімен байланысын сақтай отырып, екіге бөліну арқылы көбейеді, ал кокктардың диаметрі әдетте 0,4–1,0 мкм аралығында болады.
Морфологиялық тұрғыдан Streptococcus equi капсуламен қапталған, спора түзбейтін және қозғалмайтын микроорганизмдер қатарына жатады. Электрондық микроскопиялық зерттеулер оның жасуша бетінің тегіс құрылымын және капсулалық қабатының жақсы дамығанын көрсетеді, бұл қоздырушының фагоцитоздан қорғану қабілетін арттырады. Капсуланың болуы Streptococcus equi-дің патогендік әлеуетін айқындайтын негізгі морфологиялық белгілердің бірі болып саналады [55, 56].
Физиологиялық қасиеттері бойынша Streptococcus equi аэробты және факультативті анаэробты жағдайларда өседі. Қоздырушының өсіп-өнуі үшін құрамында 5–10 % жылқы қаны немесе қан сарысуы бар байытылған қоректік орталар қолайлы болып табылады. Оптималды өсу температурасы 37 °C, ал ортаның pH көрсеткіші 7,2–7,6 аралығында сақталғанда бактерияның метаболикалық белсенділігі жоғары болады [57]. Қан агарының бетінде қоздырушы айқын бета-гемолиз аймағын түзетін жылтыр, шырышты колониялар қалыптастырады, бұл оның диагностикалық маңызға ие фенотиптік белгісі ретінде қарастырылады [58].
Биохимиялық белсенділігі салыстырмалы түрде тұрақты сипатта болады. Streptococcus equi глюкоза, сахароза және мальтозаны ферменттейді, алайда лактозаны ыдыратпайды және өттің жоғары концентрациясы бар ортада өспейді. Бұл қасиеттері оны шартты-патогенді Streptococcus zooepidemicus-тен ажыратуға мүмкіндік береді және лабораториялық дифференциациялауда маңызды рөл атқарады [59, 60].
Қоздырушының клиникалық және эпизоотологиялық маңыздылығы оның вируленттілік факторларының кешенімен тікелей байланысты. Гиалурон қышқылынан тұратын капсула антифагоцитарлық әсер көрсетіп, нейтрофилдер мен макрофагтардың бактерияны жұтып-жою қабілетін төмендетеді [61]. Сонымен қатар SeM беткейлік ақуызы фибриногенмен және иммуноглобулиндермен байланысып, комплемент жүйесінің белсенуін тежеу арқылы бактерияның ағза ішінде сақталуына және жүйелі инфекциялық процестің дамуына жағдай жасайды [62].
Streptococcus equi өндіретін агрессиялық ферменттер патогенездің маңызды компоненті болып табылады. Стрептокиназа фибринді ыдыратып, қоздырушының тіндер арқылы таралуын жеңілдетеді, гиалуронидаза дәнекер тіннің өткізгіштігін арттырады, ал дезоксирибонуклеаза іріңді экссудаттың тұтқырлығын төмендетіп, бактериялардың қозғалысын қамтамасыз етеді [63]. Стрептолизиндер эритроциттер мен иммундық жасушалардың мембраналарын зақымдап, қабыну реакциясының үдеуіне ықпал етеді. Аталған факторлардың синергиялық әсері лимфа түйіндерінде іріңді абсцестердің түзілуіне және аурудың ауыр клиникалық ағымына негіз болады.
Соңғы жылдары Streptococcus equi-дің биопленка түзу қабілетіне ерекше назар аударылуда. Биопленка түзілуі қоздырушының шырышты қабық бетінде және жұтқыншақ қапшықтарында ұзақ уақыт сақталуына мүмкіндік береді. Бұл құбылыс клиникалық сауығудан кейінгі жасырын тасымалдаушылықтың қалыптасуымен және инфекцияның қайталама өршуімен тығыз байланысты [64]. Биопленка құрамындағы бактериялар антимикробтық препараттарға және иммундық факторларға төмен сезімталдық көрсетеді, бұл дәстүрлі антибиотикпен емдеудің тиімділігін айтарлықтай шектеуі мүмкін.
Геномдық деңгейдегі зерттеулер Streptococcus equi штаммдарының жалпы генетикалық құрылымы салыстырмалы түрде консервативті екенін көрсетеді. Дегенмен SeM ақуызының гипервариабельді аймақтарындағы айырмашылықтар әртүрлі штаммдардың вируленттілігі мен иммуногендік қасиеттеріне әсер етуі мүмкін. Қоздырушы геномының қатты өзгермеуі оның белгілі бір ортаға ғана жақсы бейімделгенін көрсетеді. Ал геномдағы аздаған айырмашылықтар аурудың таралуы мен жүру ерекшеліктеріне әсер етуі мүмкін [65].
Streptococcus equi қоздырушының патогендік потенциалы оның иесімен өзара әрекеттесу ерекшеліктерімен де айқындалады. Инфекцияның бастапқы кезеңінде бактерия жоғарғы тыныс алу жолдарының эпителий жасушаларына адгезияланып, жергілікті қабыну реакциясын қоздырады. Бұл үдеріс барысында эпителий жасушаларының зақымдануы, шырыш секрециясының күшеюі және нейтрофильді инфильтрация байқалады, нәтижесінде қоздырушының терең тіндерге енуіне қолайлы жағдай қалыптасады [66, 67].
Иммунологиялық тұрғыдан Streptococcus equi иесінің табиғи қорғаныс механизмдерін айналып өтуге бейімделген микроорганизм болып табылады. Қоздырушының беткейлік құрылымдары комплемент жүйесінің белсенуін тежеп қана қоймай, антиденелермен байланысқан жағдайда да тиімді элиминацияланбайды. Кейбір зерттеулерде Streptococcus equi-дің нейтрофилдік экстрацеллюлярлы торлардан ішінара қорғану қабілетіне ие екендігі көрсетілген, бұл оның жедел қабыну ошағында тіршілік етуін ұзартуы мүмкін [68].
Жергілікті иммундық жауаппен қатар жүйелі иммундық өзгерістер де байқалады. Сақау ауруының клиникалық ағымында лимфоидты тіндердің белсенуі, цитокиндер өндірілуінің өзгеруі және гуморальды иммундық жауаптың қалыптасуы тіркеледі. Алайда антиденелік жауаптың толыққанды қорғаныс қамтамасыз етпеуі Streptococcus equi-дің иммундық жүйеден жалтару стратегияларының тиімділігін көрсетеді [69, 70]. Бұл жағдай аурудан кейінгі иммунитеттің тұрақсыз болуын және қайта жұқтыру мүмкіндігін түсіндіреді.
Қоздырушының биологиялық қасиеттерін сипаттайтын маңызды аспектілердің бірі – оның антибиотиктерге сезімталдық профилі. Әдеби деректерде Streptococcus equi әлі де көптеген бета-лактамды антибиотиктерге сезімтал болып саналатыны көрсетілгенімен, соңғы жылдары терапиялық жауаптың баяулауы және клиникалық әсердің төмендеуі жиі тіркелуде [71]. Бұл құбылыс тек генетикалық резистенттілікпен емес, биопленка түзілуі, метаболикалық белсенділіктің төмендеуі және инфекция ошағындағы фармакокинетикалық шектеулермен де байланыстырылады.
Сонымен қатар Streptococcus equi-дің физиологиялық бейімделгіштігі оның әртүрлі экологиялық жағдайларда тіршілік етуіне мүмкіндік береді. Қоректік заттардың шектеулі жағдайында бактерия метаболизмін баяулатып, «төмен белсенді» күйге өтуі мүмкін, бұл ұзақ мерзімді персистенцияға ықпал етеді. Мұндай күйде қоздырушының классикалық бактериологиялық әдістермен анықталуы қиындайды, ал клиникалық тұрғыдан сау жануарлар эпизоотиялық тұрғыдан қауіпті резервуарға айналады [72, 73].
Осы ерекшеліктердің жиынтығы Streptococcus equi-ді тек классикалық бактериалдық патоген ретінде емес, иесінің иммундық жүйесімен күрделі өзара әрекеттесетін, бейімделгіш және ұзақ сақталуға қабілетті микроорганизм ретінде қарастыру қажеттігін көрсетеді. Қоздырушының осындай биологиялық қасиеттері сақау ауруына қарсы күресте тек антибиотиктерге негізделген тәсілдердің жеткіліксіздігін айқындап, альтернативті биологиялық агенттерді, соның ішінде бактериофагтарды қолданудың ғылыми негізін күшейтеді.
Қоршаған орта факторларына төзімділігі де Streptococcus equi-дің эпизоотологиялық маңызын арттыра түседі. Қоздырушы ылғалды ортада бірнеше апта бойы, ал органикалық субстраттарда (ірің, шөп, сабан) ұзақ уақыт тіршілік қабілетін сақтай алады [74]. Бұл қасиет инфекцияның шаруашылық аумағында ұзақ сақталуына және эпизоотиялық ошақтардың тұрақтануына ықпал етеді.
Осылайша, Streptococcus equi қоздырушының биологиялық ерекшеліктері – капсулалық құрылым, вируленттілік факторларының кешені, биопленка түзу қабілеті, иммундық жауаптан жалтару механизмдері және салыстырмалы геномдық тұрақтылығы – сақау ауруының ауыр клиникалық ағымына, жасырын тасымалдаушылықтың қалыптасуына және антимикробтық терапияның шектеулі тиімділігіне тікелей әсер етеді. Аталған қасиеттерді ескеру қоздырушықа қарсы баламалы, мақсатты және биологиялық тұрғыдан негізделген терапиялық тәсілдерді, соның ішінде бактериофагтарға негізделген препараттарды әзірлеудің ғылыми алғышартын қалыптастырады.

1.3 Жылқы сақауының клиникалық ағымы және диагностикалау ерекшеліктері
Жылқы сақауының клиникалық ағымы аурудың даму сатысына, жануардың жасына, иммундық жағдайына, ұстау және күтім шарттарына, сондай-ақ қоздырушының вируленттілік деңгейіне байланысты әртүрлі формада көрініс береді. Инкубациялық кезең әдетте 3–14 тәулік аралығында ауытқиды, бұл кезеңде айқын клиникалық белгілер байқалмайды, алайда осы уақытта қоздырушы жоғарғы тыныс алу жолдарының шырышты қабықтарында орнығып, инфекциялық үдерістің бастапқы сатылары жүреді [75]. Инкубациялық кезең аяқталғаннан кейін ауру жедел түрде басталып, дене температурасының 40-41°C-қа дейін көтерілуімен, жалпы әлсіздікпен, тәбеттің төмендеуімен және мінез-құлықтың өзгеруімен сипатталады.
Аурудың бастапқы кезеңінде клиникалық белгілер негізінен жоғарғы тыныс алу жолдарының зақымдалуымен байланысты болады. Мұрын-жұтқыншақтың кілегей қабығында гиперемия дамып, серозды сипаттағы бөлінділер бөлінеді, олар бірнеше күн ішінде шырышты-іріңді экссудатқа айналады. Бұл кезеңде жұтынудың қиындауы, сілекей бөлінуінің күшеюі, жұтқыншақ аймағында ауырсыну және тыныс алудың жиілеуі байқалуы мүмкін [76, 77]. Кейбір жағдайларда жылқылар басын төмен ұстап, қозғалыс белсенділігін шектейді, бұл клиникалық бағалау кезінде маңызды қосымша белгі ретінде қарастырылады.
Клиникалық үдерістің өршуімен бірге аймақтық лимфа түйіндерінің – жақасты, жұтқыншақ арты және құлақмаңы лимфа түйіндерінің – айқын ұлғаюы байқалады. Алғашында тығыз және ауырсынатын бұл түйіндер уақыт өте келе ортасында флюктуация белгілері пайда болатын іріңді абсцестерге айналады [78, 79]. Абсцестердің өздігінен жарылуы немесе хирургиялық жолмен ашылуы нәтижесінде іріңді экссудат бөлініп, жануардың жалпы жағдайы біршама жақсаруы мүмкін. Алайда бұл кезеңде инфекцияның қоршаған ортаға кең таралу қаупі айтарлықтай артады.
Сақау ауруының клиникалық ағымы жеңіл, орташа және ауыр формаларда өтуі мүмкін. Жеңіл форма көбіне жақсы күтім жағдайындағы және иммундық статусы салыстырмалы түрде қалыпты жануарларда кездеседі, ал ауыр форма жас құлындарда, стресс факторларына ұшыраған немесе қосалқы инфекциялармен әлсіреген жылқыларда жиі байқалады. Ауыр жағдайларда ұзаққа созылған қызба, жалпы интоксикация белгілері және тыныс алудың айқын бұзылыстары тіркеледі [80].
Аурудың асқынған түрлерінде іріңді процестің гематогенді таралуы нәтижесінде «метастатикалық сақау» дамуы мүмкін. Бұл клиникалық формада өкпе, бауыр, көкбауыр, бүйрек, жүрек және мезентериалды лимфа түйіндерінде көпше абсцестер қалыптасады, ауру созылмалы сипат алып, өлім-жітім қаупі едәуір жоғарылайды [81, 82]. Сонымен қатар жұтқыншақ маңындағы ісінулердің үдеуі тыныс жолдарының механикалық қысылуына әкеліп, өмірге қауіп төндіретін асфиксия жағдайларының дамуына себеп болуы мүмкін [83].
Эпизоотологиялық тұрғыдан ерекше маңызға ие клиникалық феномендердің бірі – аурудан клиникалық айыққаннан кейін Streptococcus equi қоздырушының ағзада сақталуы. Мұндай жағдайларда бактериялар көбіне жұтқыншақ қапшықтарында персистенцияланып, клиникалық белгілері жоқ тасымалдаушы жануарлар қалыптасады [84]. Бұл тасымалдаушылар ұзақ уақыт бойы инфекцияны сыртқы ортаға бөліп, сақау эпизоотиясының қайталама өршуіне негізгі себеп болуы мүмкін.
Клиникалық көріністің динамикалығы аурудың белгілі бір кезеңінде оның айқындылығының уақытша бәсеңдегендей көрінуіне себеп болуы мүмкін, алайда бұл қоздырушының ағзада сақталу ықтималдығын және эпизоотологиялық қауіптің жойылмағанын жоққа шығармайды [85].
Сақау ауруының клиникалық бағалануы кезінде жануардың жалпы жағдайымен қатар тыныс алу жүйесінің функционалдық күйіне ерекше назар аударылады. Тыныс алу жиілігінің өзгеруі, инспираторлық немесе экспираторлық ентігу, көмей аймағынан шығатын шуылдар жұтқыншақ маңындағы тіндердің ісінуімен және лимфа түйіндерінің ұлғаюымен байланысты болуы мүмкін. Мұндай белгілер әсіресе жас құлындарда ауыр клиникалық ағымның маркерлері ретінде қарастырылады.
Кейбір клиникалық жағдайларда сақау ауруы атипиялық формада өтуі мүмкін. Мұндай формада классикалық лимфаденит белгілері айқын көрінбей, ауру ұзаққа созылған ринит, фарингит немесе әлсіз интоксикация белгілерімен шектелуі ықтимал. Атипиялық ағым көбіне ішінара иммунитеті бар немесе бұрын антибиотикпен ем алған жануарларда байқалады және бұл диагностика процесін едәуір қиындатады [86].
Сақау ауруының клиникалық ағымын бағалау кезінде асқынулардың даму қаупін болжау ерекше мәнге ие. Ұзаққа созылған қызба, лимфа түйіндерінің баяу регрессиясы, жалпы интоксикация белгілерінің сақталуы және дәстүрлі антибактериялық емге жеткіліксіз жауап асқынған ағымның ықтимал маркерлері болып саналады. Мұндай жағдайларда қосымша зертханалық зерттеулер жүргізіп, жануарға ұзақ мерзімді клиникалық бақылау ұйымдастыру қажет [87].
Аурудың клиникалық полиморфизмі мен жасырын тасымалдаушылық феномені ветеринариялық практикада сақауды бақылаудың тек клиникалық әдістермен шектелуінің тиімсіздігін көрсетеді. Осыған байланысты клиникалық бақылау деректерін зертханалық диагностика нәтижелерімен үйлестіру инфекцияның таралуын шектеудің және эпизоотологиялық тұрақтылықты қамтамасыз етудің негізгі шарты болып табылады.
Сақауды диагностикалау клиникалық, эпизоотологиялық және зертханалық деректердің кешенді талдауына негізделеді. Алдын ала диагноз табындағы аурудың таралу ерекшеліктерін, клиникалық белгілердің типтік кешенін және эпизоотологиялық жағдайды ескере отырып қойылады. Алайда клиникалық көріністің жоғарғы тыныс алу жолдарының басқа инфекцияларымен ұқсастығы дифференциалды диагноз жүргізуді және міндетті зертханалық растауды талап етеді [88].
Зертханалық диагностиканың классикалық әдісі бактериологиялық зерттеу болып табылады. Бұл әдіс мұрын-жұтқыншақтан алынған шайындыны, іріңді экссудатты немесе жұтқыншақ қапшықтарының шайындысын қоректік орталарға егу арқылы Streptococcus equi-дің таза дақылын бөліп алуға негізделген [89]. Алайда антибиотикпен емдеу жүргізілген жануарларда немесе созылмалы тасымалдаушыларда бактериологиялық әдістің сезімталдығы төмендеуі мүмкін [90].
Соңғы жылдары сақауды диагностикалауда молекулалық-генетикалық әдістер, әсіресе полимеразды тізбекті реакция (ПТР), кеңінен қолданылуда. ПТР Streptococcus equi-ге телімді генетикалық маркерлерді (SeM, eqbE) анықтауға мүмкіндік береді және жоғары сезімталдығы мен спецификалығымен ерекшеленеді. Бұл әдіс клиникалық белгілері әлсіз немесе субклиникалық түрде өтетін жағдайларды, сондай-ақ жасырын тасымалдаушы жануарларды ерте анықтауда ерекше тиімді болып саналады [91, 92].
Диагностиканың қосымша әдістерінің бірі ретінде серологиялық зерттеулер (ELISA) қолданылады. Бұл әдіс Streptococcus equi-ге қарсы антиденелерді анықтауға бағытталған және табындағы эпизоотологиялық жағдайды бағалауда маңызды ақпарат береді [93]. Алайда серологиялық жауаптың антимикробтық терапиядан, вакцинациядан немесе бұрынғы инфекциядан кейін өзгеруі мүмкіндігі бұл әдістің жедел диагностикадағы құндылығын шектейді. Кейбір зерттеулерде серологиялық тестілердің жұтқыншақ қапшығында тасымалдаушы болып табылатын жануарларды анықтауда жеткіліксіз тиімді екендігі көрсетілген [94].
Осылайша, жылқы сақауының клиникалық полиморфизмі, асқынуға бейімділігі және қоздырушының тасымалдаушылық қасиеті ауруды уақтылы анықтау мен эпизоотологиялық бақылауды айтарлықтай күрделендіреді. Диагностиканың клиникалық, бактериологиялық және молекулалық әдістерін кешенді қолдану сақауды дәл анықтаудың негізгі шарты болып табылғанымен, қолданыстағы тәсілдердің белгілі бір шектеулері инфекцияның толық элиминациясын әрдайым қамтамасыз ете бермейді. Бұл жағдай сақау ауруын емдеуде қоздырушының биологиялық ерекшеліктерін ескеретін, селективті әсерге ие және жасырын тасымалдаушылыққа ықпал ете алатын баламалы терапиялық әдістерді іздеудің өзектілігін күшейтеді.

1.4 Жылқы сақауының алдын алу шаралары
Жылқы сақауының алдын алу инфекциялық процестің эпизоотологиялық ерекшеліктерін, қоздырушының биологиялық қасиеттерін және жылқы организмінің иммундық жауап ерекшеліктерін ескеретін кешенді, көпдеңгейлі тәсілді талап етеді. Сақау ауруының жоғары контагиоздылығы, жасырын тасымалдаушылықтың кең таралуы және инфекцияның шаруашылықтарда ұзақ уақыт сақталу қабілеті профилактикалық шараларды жүйелі түрде жоспарлаудың маңыздылығын айқындайды. Осы тұрғыдан алғанда сақауға қарсы алдын алу тек жекелеген ветеринариялық іс-шаралар жиынтығы емес, эпизоотологиялық басқару жүйесінің ажырамас бөлігі ретінде қарастырылуы тиіс.
Тарихи тұрғыдан жұқпалы аурулардың алдын алудағы иммунологиялық бағыт Э. Дженнердің шешекке қарсы вакцинация тәжірибелерінен бастау алып, кейін Л. Пастердің әлсіретілген және инактивтелген микроорганизмдерге негізделген вакцинация қағидаттарын қалыптастыруымен дамыды [95]. Бұл еңбектер жасанды иммундаудың ғылыми негізін қалап қана қоймай, жұқпалы ауруларды бақылаудың эпидемиологиялық және эпизоотологиялық тұжырымдамаларының қалыптасуына ықпал етті. Кейіннен аталған қағидаттар ветеринариялық практикаға кеңінен енгізіліп, жануарлардың инфекциялық ауруларының алдын алудағы негізгі бағыттардың біріне айналды.
Иммунитет теориясының одан әрі дамуы И.И. Мечниковтың фагоцитарлық теориясымен және П. Эрлихтің гуморальдық иммунитет тұжырымдамасымен тығыз байланысты. Бұл ғылыми бағыттар иммундық жауаптың жасушалық және гуморальдық буындарының өзара байланыста қызмет ететінін көрсетті [96]. Кейін интерферондардың ашылуы табиғи бейспецификалық қорғаныс механизмдерінің инфекциялық процестердің алдын алудағы маңызын дәлелдеді [97-99]. Осы іргелі иммунологиялық түсініктер сақау сияқты бактериалдық инфекцияларға қарсы профилактикалық стратегияларды ғылыми тұрғыдан негіздеуге мүмкіндік береді.
Әдеби деректерге сәйкес, жылқы сақауымен табиғи жолмен ауырып айыққан жануарларда қалыптасатын иммунитет әрдайым тұрақты бола бермейді. Көптеген зерттеулерде инфекциядан кейінгі иммундық қорғаудың бірнеше айдан бір жылға дейін ғана сақталатыны көрсетілген. Бұл құбылыс Streptococcus equi қоздырушының иммундық жүйеден жалтару механизмдерімен, соның ішінде биопленка түзу қабілетімен және шырышты қабықтарда персистенциялануымен байланыстырылады. Сонымен қатар кейбір жылқыларда клиникалық сауығудан кейін де қоздырушының жұтқыншақ қапшықтарында сақталуы иммундық жауаптың толық элиминацияны қамтамасыз етпейтінін көрсетеді [100-102].
Иммундық жауаптың жеткіліксіздігі мен гетерогенділігі сақау ауруының қайталану қаупін арттырады. Бірқатар зерттеулерде клиникалық сауығудан кейін 6–12 ай ішінде аурудың қайта өршу жағдайлары тіркелгені баяндалады [103, 104]. Мұндай жануарлар сырттай клиникалық сау көрінгенімен, жасырын тасымалдаушы ретінде инфекцияның таралу көзіне айналып, шаруашылықтағы эпизоотиялық тұрақсыздықтың сақталуына ықпал етеді. Бұл жағдай профилактикалық шараларды жоспарлау кезінде тасымалдаушылық феноменін міндетті түрде ескеруді талап етеді [105, 106].
Жас жылқыларда иммундық жүйенің функционалдық жетілуі кезең-кезеңімен жүзеге асады. Алғашқы қорғаныс аналық уыз арқылы алынатын антиденелермен қамтамасыз етілгенімен, олардың концентрациясы уақыт өте келе төмендейді. Осы «иммундық алшақтық» кезеңінде жас жануарлардың инфекцияларға, соның ішінде сақауға, жоғары сезімталдығы байқалады. Сонымен қатар иммундық реактивтілік деңгейіне азықтандырудың теңгерімділігі, ақуыз-энергетикалық қамтамасыз етілу, витаминдер мен микроэлементтердің жеткіліктілігі, сондай-ақ стресс факторлары – тасымалдау, тығыз ұстау, микроклиматтың бұзылуы –айтарлықтай әсер етеді [107, 108].
Жылқының жұқпалы ауруларының алдын алудағы негізгі әдістердің бірі – вакцинация. Вакцинация эпизоотологиялық тұрғыдан тиімді және экономикалық жағынан қолайлы шара ретінде қарастырылады. Алайда сақауға қарсы вакциналарды әзірлеу ұзақ уақыт бойы күрделі мәселе болып келді. Алғашқы тірі немесе инактивтелген стрептококкты вакциналар клиникалық практикада кеңінен қолданылмады, себебі олардың иммуногендігі тұрақсыз болып, кейбір жағдайларда поствакциналық асқынулар тіркелген [109-112].
Кейінгі жылдары әртүрлі вакциналық платформалар ұсынылды, оның ішінде инактивтелген бактериндер, субъбірлікті М-ақуызға негізделген вакциналар және иммуномодуляторлармен толықтырылған препараттар. Бұл вакциналардың кейбірі клиникалық зерттеулерде белгілі бір деңгейде тиімділік көрсеткенімен, олардың әртүрлі жылқы популяцияларында иммундық жауапты біркелкі қалыптастыра алмауы профилактикалық иммундаудың шектеулерін көрсетті [113, 114]. Сонымен қатар вакцинациядан кейін қалыптасатын иммундық жауаптың жұтқыншақ қапшықтарындағы тасымалдаушы жануарларды толық элиминациялауды әрдайым қамтамасыз ете бермеуі сақау инфекциясын бақылаудағы күрделі мәселелердің бірі болып қала береді [115, 116].
Еуропада әзірленген Strangvac рекомбинантты субъбірлікті вакцинасы сақауға қарсы заманауи профилактикалық құралдардың бірі ретінде ұсынылған. Клиникалық зерттеулерде оның қауіпсіздігі мен иммуногендігі расталғанымен, препараттың ұзақ мерзімді эпизоотиялық тиімділігі мен тасымалдаушылыққа әсері әлі де кешенді бағалауды талап етеді [117]. АҚШ-та қолданылатын Pinnacle I.N. тірі аттенуацияланған шырышты қабықтық вакцина жергілікті шырышты қабық иммунитетін қалыптастыруға бағытталған, алайда кейбір деректерде вакцинамен байланысты клиникалық асқынулардың сипатталуы бұл препаратты қолдануда сақтықты талап етеді [118].
Осыған байланысты жылқы сақауының алдын алу тек вакцинациямен шектелмеуі тиіс. Профилактика кешенді түрде жүргізіліп, оған эпизоотологиялық бақылау, ветеринариялық-санитариялық тәртіп және биологиялық қауіпсіздік шаралары енгізілуі қажет. Ауру анықталған шаруашылықтарда карантин енгізу, ауру және күдікті жануарларды оқшаулау, тұрақты клиникалық бақылау жүргізу, қора-жайлар мен құрал-жабдықтарды дезинфекциялау, сондай-ақ жаңадан әкелінген жылқыларды 21–28 күн бойы карантинде ұстау міндетті шаралар болып табылады [119]. Бұл шаралар инфекцияның шаруашылық ішінде таралуын шектеудің негізгі тетіктері ретінде қарастырылады.
Осылайша, әдеби деректерді талдау жылқы сақауының алдын алу шараларының белгілі бір шектеулері бар екенін көрсетеді. Иммунитеттің тұрақсыздығы, вакциналардың әркелкі тиімділігі және жасырын тасымалдаушылық феномені инфекцияны толық бақылауда ұстауды күрделендіреді. Бұл жағдай сақауға қарсы күресте тек профилактикалық шаралармен шектелмей, ауру анықталған жағдайда қоздырушының биологиялық ерекшеліктерін ескеретін, селективті әсерге ие және эпизоотологиялық тұрғыдан қауіпсіз терапиялық тәсілдерді қолданудың маңыздылығын айқындайды.

1.5 Жылқы сақауын емдеудегі дәстүрлі және бактериофаг негізіндегі заманауи тәсілдер
Жылқы сақауын емдеу стратегиясы ауруды ерте анықтауға, ауру және күдікті жануарларды дер кезінде оқшаулауға, сондай-ақ табында инфекцияның әрі қарай таралуын шектеуге негізделеді. Клиникалық тәжірибеде емдеу тактикасы аурудың клиникалық сатысына, жануардың жалпы физиологиялық және иммундық жағдайына, асқынулардың болуына, сондай-ақ шаруашылықтағы эпизоотологиялық ахуалға байланысты таңдалады. Сақау анықталған жағдайда жылқыларға қолайлы ұстау жағдайын қамтамасыз ету, сапалы әрі теңгерімді азықтандыру, жеткілікті суару және стресс факторларын барынша азайту емдеудің жалпы фонын құрайды.
Клиникалық практикада лимфа түйіндерінде қалыптасқан абсцестер ірің толық пісіп-жетілген кезеңде хирургиялық жолмен ашылады. Бұл процедура іріңді экссудатты толық эвакуациялауға, тіндердегі қысымды төмендетуге және жалпы интоксикация белгілерін азайтуға мүмкіндік береді. Абсцесс қуыстары антисептикалық ерітінділермен өңделіп, қажет болған жағдайда дренаж қойылады [120]. Алайда хирургиялық араласу тек жергілікті іріңді процесті жоюға бағытталған симптоматикалық шара болып табылады және қоздырушының ағзада персистенциялануын толық жоя алмайды.
Ұзақ уақыт бойы сақау ауруын емдеудің негізгі әдісі ретінде антибиотикпен емдеу қолданылып келді. Ветеринариялық практикада Streptococcus equi қоздырушыына қарсы пенициллиндер, цефалоспориндер, макролидтер және сульфаниламидтер тиімді препараттар ретінде пайдаланылды [121, 122]. Бірқатар зерттеулерде пенициллин қатарындағы антибиотиктердің аурудың ерте кезеңдерінде қолданылған жағдайда жоғары терапиялық әсер көрсететіні баяндалады. Бұл кезеңде антибиотиктер бактерияның жүйелі таралуын шектеуге және асқынулардың алдын алуға ықпал етуі мүмкін.
Сонымен қатар антибиотиктік емдеуде аурудың бастапқы сатысынан кеш қолдану бірқатар теріс салдарға әкелуі мүмкін екендігі көрсетілген. Антибиотиктер іріңді процестің инкапсуляциялануын күшейтіп, абсцестердің жетілуін баяулатуы немесе олардың толық дренаждалуын қиындатуы мүмкін. Мұндай жағдайларда клиникалық сауығу кешігіп, аурудың созылмалы түрге ауысу қаупі артады [123].
Соңғы жылдары антимикробтық терапияның тиімділігіне қатысты бірқатар шектеулер анықталды. Антибактериялық препараттарды кең және кейде негізсіз қолдану Streptococcus equi мен тыныс алу жолдарының басқа да бактериялық қоздырушытарында резистенттілік қаупінің артуына ықпал етті [124]. Бұл құбылыс ветеринариялық практикадағы емдеу мүмкіндіктерін шектеп, терапияның болжамдылығын төмендететін маңызды факторлардың бірі ретінде қарастырылады.
Сонымен қатар антибиотиктер қалыпты микрофлораға әсер етіп, тыныс алу жолдары мен асқазан-ішек жолдарының микробиоценозын бұзады. Бұл дисбиоздың дамуына, жергілікті иммунитеттің әлсіреуіне және аурудың қайталану қаупінің артуына әкелуі мүмкін [125]. Кейбір авторлар антимикробтық терапия кейін клиникалық сауығу байқалғанымен, жасырын тасымалдаушылықтың сақталатынын және инфекцияның эпизоотологиялық тұрғыдан қауіпті күйде қалатынын атап өтеді.
Осыған байланысты соңғы жылдары халықаралық деңгейде ветеринариялық практикада антимикробтық препараттарды қолдануды шектеу, дәлелді терапия қағидаттарын енгізу және антимикробтық stewardship стратегияларын дамыту қажеттілігі ерекше атап өтілуде [126, 127]. Бұл бағыт антибиотиктерге баламалы немесе оларды толықтыратын терапиялық тәсілдерді іздестіруге ғылыми негіз қалады. 
Сақау ауруын емдеуде жергілікті терапиялық тәсілдер де қолданылған. Интраназальды антисептикалық ерітінділерді қолдану, абсцесс қуыстарын өңдеу және жылулық процедуралар кейбір жағдайларда клиникалық белгілерді уақытша жеңілдеткенімен, бұл тәсілдер қоздырушының толық элиминациясын қамтамасыз ете алмайды [128]. Мұндай емдеу әдістері көбіне симптоматикалық сипатта болып, Streptococcus equi-дің жұтқыншақ қапшықтарында персистенциялануына және жасырын тасымалдаушылықтың сақталуына әсер етпейді [129, 130].
Антибиотикке төзімділік мәселесінің ушығуы және дәстүрлі терапияның шектеулері баламалы емдеу тәсілдеріне ғылыми және практикалық қызығушылықтың артуына себеп болды. Осы тұрғыда соңғы онжылдықтарда бактериофагтарға негізделген терапия қайтадан зерттеушілер мен клиницистердің назарын аударып отыр. Бактериофагтар – бактерияларды жоғары телімділікпен зақымдайтын табиғи вирустар болып табылады және олар антибиотиктерден айырмашылығы қалыпты микробиоценозға теріс әсер етпейді [131, 132].
Фаготерапияның негізгі артықшылықтарына қоздырушықа селективті әсер етуі, антибиотикке төзімді штаммдарға қарсы тиімділігі, өздігінен репликациялану қабілеті және экологиялық қауіпсіздігі жатады. Эксперименттік зерттеулерде бактериофагтардың қабыну ошағында көбейіп, терапиялық әсерді дәл сол жерде күшейту қабілеті көрсетілген. Бұл қасиет фаготерапияны локализацияланған іріңді инфекцияларды емдеуде перспективалы құрал ретінде сипаттайды [133, 134].
Әдеби деректерде бактериофагтардың ауыл шаруашылығы жануарларындағы Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus және басқа да бактериалдық инфекцияларды емдеудегі әлеуеті сипатталған. Сонымен қатар бірқатар зерттеулерде фаготерапия антибиотиктермен біріктірілген жағдайда синергиялық әсер көрсетуі мүмкін екендігі көрсетілген, бұл құрама терапиялық стратегияларды әзірлеуге мүмкіндік береді [135-137].
Алайда Streptococcus equi-ге қарсы фаготерапияны клиникалық қолдану бойынша деректер қазіргі уақытта шектеулі болып отыр. Әдебиеттердің басым бөлігі in vitro зерттеулермен немесе басқа бактериалдық инфекция модельдерімен шектеледі. Ветеринариялық практикада сақауға қарсы фагтық препараттарды қолданудың стандартталған схемалары, енгізу жолдары мен дозалық режимдері жеткілікті деңгейде регламенттелмеген [138-140].
Сонымен қатар фаготерапияны қолдану кезінде бірқатар ғылыми мәселелерді ескеру қажет. Оларға фагтардың иммуногендігі, бейтараптандырушы антиденелердің түзілу ықтималдығы, енгізу жолының тиімділігі (интраназальды, парентералды немесе жергілікті), сондай-ақ фагтардың биологиялық тұрақтылығы жатады. Бұл факторлар фаготерапияның клиникалық тиімділігіне тікелей әсер етуі мүмкін және әрбір препарат үшін жеке бағалауды талап етеді [141-143].
Қазақстан Республикасында Streptococcus equi қоздырушыына қарсы бактериофагтарға негізделген биопрепараттарды әзірлеу және оларды жылқыға арналған енгізу жолдары мен дозалық режимдерге бейімдеп қолдану жөніндегі жүйелі зерттеулер бұрын жүргізілмеген. Осыған байланысты фагтарды эпизоотологиялық ошақтардан бөліп алу, олардың литикалық белсенділігін, телімділігін және биологиялық қасиеттерін кешенді зерттеу, қауіпсіз дәрілік формаларын әзірлеу және in vivo модельдерде терапиялық тиімділігін бағалау отандық ветеринариялық ғылым үшін өзекті бағыт болып табылады [144].
Осылайша, жылқы сақауын емдеуде дәстүрлі антибактериялық ем белгілі бір жағдайларда тиімді болғанымен, антибиотикке төзімділіктің өсуі, микробиоценоздың бұзылуы және жасырын тасымалдаушылық сияқты факторлар бұл тәсілдің шектеулерін айқындайды. Ал бактериофагтарға негізделген терапия қоздырушының биологиялық ерекшеліктерін ескеретін, селективті әсерге ие және эпизоотологиялық тұрғыдан қауіпсіз баламалы әдіс ретінде қарастырылуы мүмкін. Бұл тәсіл жылқы сақауын емдеуде дәстүрлі әдістерді толықтыратын немесе болашақта олардың орнын басатын заманауи биологиялық препараттарды әзірлеуге ғылыми негіз қалайды.

1.6 Әдебиетке шолу бөлімінің қорытындысы
Жүргізілген әдебиеттік талдау жылқы сақауының қазіргі заманғы ветеринариялық медицинада эпизоотологиялық, клиникалық және экономикалық тұрғыдан маңызын жоғалтпаған өзекті инфекциялық аурулардың бірі болып қала беретінін көрсетті. Streptococcus equi subsp. equi қоздырушының жоғары контагиоздылығы, сыртқы орта факторларына салыстырмалы төзімділігі және жасырын тасымалдаушылыққа бейімділігі инфекцияның жылқы табындарында ұзақ уақыт сақталуына және мезгіл-мезгіл эпизоотиялық өршулердің қайталануына жағдай жасайды. Бұл қасиеттер сақау ауруын толық бақылау мен жоюды күрделендіріп, оны тек клиникалық емес, сонымен қатар кешенді эпизоотологиялық мәселе ретінде қарастыру қажеттігін айқындайды.
Әдеби деректерде сақаудың клиникалық ағымы айқын полиморфты сипатта өтетіні көрсетілген. Ауру жеңіл катаральды формалардан бастап, ауыр іріңді және асқынған түрлеріне дейін дамуы мүмкін. Метастатикалық сақау, тыныс жолдарының механикалық қысылуы, іріңді процестің ішкі ағзаларға таралуы және ұзаққа созылатын тасымалдаушылық жағдайлары аурудың ветеринариялық-санитариялық және экономикалық залалын едәуір арттырады. Сонымен қатар клиникалық белгілердің жоғарғы тыныс жолдарының басқа инфекцияларымен ұқсастығы сақауды ерте кезеңде нақты ажыратуды қиындатып, диагностикалық қателіктердің пайда болуына себеп болуы мүмкін.
Диагностикалау әдістерін салыстырмалы талдау классикалық бактериологиялық зерттеулердің инфекцияны растауда маңызды рөл атқаратынына қарамастан, антибиотикпен емделген жануарларда және созылмалы тасымалдаушыларда олардың сезімталдығының төмендейтінін көрсетті. Молекулалық-генетикалық әдістердің, әсіресе полимеразды тізбекті реакцияның, жоғары сезімталдығы мен телімділігі сақауды ерте анықтауға мүмкіндік бергенімен, бұл әдістер де қоздырушының ағзадан толық элиминациясын қамтамасыз етпейді. Серологиялық әдістер эпизоотологиялық мониторингте қосымша ақпарат бергенімен, жедел диагностикада және жасырын тасымалдаушыларды анықтауда шектеулі мүмкіндіктерге ие. Аталған деректер сақау инфекциясын тиімді бақылау үшін диагностиканың көпдеңгейлі және кешенді жүйесін қолданудың қажеттілігін көрсетеді.
Сақау ауруының алдын алу мәселелерін талдау профилактикалық шаралардың күрделілігін айқын көрсетті. Вакцинация эпизоотологиялық тұрғыдан маңызды құрал болып саналса да, әдеби деректер иммунитеттің тұрақсыздығын, вакциналардың әртүрлі жылқы популяцияларында біркелкі тиімділік көрсетпеуін және жасырын тасымалдаушылықты толық жоя алмауын атап өтеді. Ветеринариялық-санитариялық және биологиялық қауіпсіздік шаралары инфекцияның таралуын шектеуге мүмкіндік бергенімен, олар да сақауды толық элиминациялауға әрдайым жеткіліксіз болып табылады. Бұл жағдай алдын алу стратегияларының шектеулігін және инфекцияны бақылауда қосымша тәсілдердің қажеттілігін дәлелдейді.
Жылқы сақауын емдеуде кеңінен қолданылып келген дәстүрлі дәстүрлі антибактериялық ем белгілі бір клиникалық жағдайларда тиімді нәтиже көрсеткенімен, қазіргі кезеңде оның мүмкіндіктері айтарлықтай шектелуде. Антибиотикке төзімділіктің артуы, микробиоценоздың бұзылуы, иммундық жауаптың әлсіреуі және аурудың қайталану қаупінің сақталуы бұл тәсілдің кемшіліктерін айқындайды. Сонымен қатар халықаралық және ұлттық деңгейде антимикробтық препараттарды қолдануды шектеуге бағытталған талаптардың күшеюі ветеринариялық практикада антибиотиктерге баламалы немесе оларды толықтыратын терапиялық әдістерді енгізудің өзектілігін арттырып отыр.
Әдеби деректерді талдау бактериофагтарға негізделген терапияның антибиотикке төзімділік жағдайында перспективалы, экологиялық тұрғыдан қауіпсіз және қоздырушықа жоғары телімді әсер ететін баламалы бағыт екенін көрсетті. Фаготерапия қалыпты микрофлораға әсер етпей, патогенді микроорганизмдерді мақсатты түрде жоюға мүмкіндік береді, бұл оны ұзақ мерзімді қолдану үшін тартымды биологиялық құрал ретінде сипаттайды. Сонымен қатар фагтардың инфекция ошағында репликациялану қабілеті терапиялық әсердің локализациялануына және жүйелі жанама әсерлердің азаюына жағдай жасайды.
Алайда Streptococcus equi-ге қарсы фаготерапияны клиникалық қолдану бойынша деректердің шектеулілігі, стандартталған препараттардың болмауы, енгізу жолдары мен дозалық режимдердің жеткіліксіз зерттелуі бұл бағытта жүйелі ғылыми зерттеулер жүргізудің қажеттілігін айқын көрсетеді. Фагтардың биологиялық қасиеттерін, телімділігін, тұрақтылығын және қауіпсіздігін кешенді түрде бағалау, сондай-ақ олардың in vivo жағдайында терапиялық тиімділігін дәлелдеу фаготерапияны ветеринариялық практикаға енгізудің негізгі алғышарты болып табылады.
Әдеби дереккөздерді талдау нәтижесінде Қазақстан Республикасында Streptococcus equi қоздырушыына қарсы фагтық биопрепараттарды әзірлеу және оларды жылқы сақауын емдеуде қолдану мәселелері бойынша жүйелі әрі кешенді ғылыми зерттеулердің жеткіліксіз екендігі анықталды. Бұл жағдай отандық ветеринариялық ғылымда аталған бағыт бойынша ғылыми олқылықтың бар екенін және зерттеудің жоғары ғылыми, практикалық әрі эпизоотологиялық маңызға ие екенін көрсетеді.
Қорытындылай келе, жылқы сақауын емдеуге арналған бактериофагтарға негізделген биопрепараттарды әзірлеу қазіргі биотехнология мен ветеринариялық микробиология тоғысындағы перспективалы ғылыми бағыт болып табылады. Мұндай зерттеулер антибиотиктерге тәуелділікті төмендетуге, резистентті штаммдардың таралу қаупін азайтуға, сондай-ақ эпизоотологиялық тұрғыдан негізделген және тиімді емдеу жүйесін қалыптастыруға мүмкіндік береді.
2 ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ
2.1 Зерттеу жүргізілген орын
Тәжірибелік сынақтар «Биологиялық қауіпсіздік проблемаларының ғылыми-зерттеу институты» ЖШС мекемесінің базасында және Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университетінің «Фармакология және жануарлар патологиясы» кафедрасында жүргізілді.

2.2 Зерттеу материалдары мен құрал-жабдықтар
2.2.1 Сақау қоздырушыы және бақылау штамы Streptococcus equi
Зерттеу барысында сыртқы ортадан алынған сынамалардан Streptococcus equi бактериясының үш өсіндісі бөліп алынып, олар бактериофагқа сезімталдығын бағалау үшін пайдаланылды. Алынған өсінділердің шығу орындары төмендегідей болды: №1 өсінді – Алматы облысы, Еңбекшіқазақ ауданы, Достық ауылы; №2 өсінді – Алматы облысы, Жамбыл ауданы, Ақтерек ауылы; №3 өсінді – Алматы облысы, Жамбыл ауданы, Ұзынағаш ауылы.
Streptococcus equi өсінділердің идентификациясы олардың морфологиялық, молекулалық-генетикалық және биохимиялық қасиеттерін зерттеу нәтижелері негізінде расталды.
Бақылау ретінде «Биологиялық қауіпсіздік проблемаларының ғылыми-зерттеу институты» ЖШС микроағзалар коллекциясынан алынған Streptococcus equi M-10-18/D штамы пайдаланылды. Бұл бөлінген өсінділердің сезімталдығын белгілі эталондық штаммен салыстыруға мүмкіндік берді.
Streptococcus equi-дің негізгі культуральды белгісі қан қосылған агарда ұсақ, мөлдір колониялар түзіп, айқын бета-гемолиз беруімен сипатталды, бұл қасиет бөлінген өсінділерді идентификациялау барысында ескерілді.
2.2.2 Қоректік орталар
Streptococcus equi өсіндісін өсіру үшін гидролизденген балық ұнынан (БҰГ) дайындалған қоректік сорпа мен агар (Оболенск, Ресей) қолданылды. Бұл орта байытылған құрамының арқасында зерттелетін микроорганизмдердің қарқынды өсуін қамтамасыз етіп, олардың морфологиялық белгілерінің айқын көрінуіне мүмкіндік берді.
2.2.3 Бөлініп алынған бактериофагтар
Зерттеуде Streptococcus equi-ге қарсы вирулентті (литикалық белсенді) бактериофагтар қолданылды. Олар ғылыми экспедиция барысында сыртқы орта нысандарынан (астаудағы жем қалдықтары, суаттағы су, көң, төсеніш материал, топырақ) және сақауға шалдыққан жылқылардан алынған клиникалық материалдардан (мұрын және ауыз қуысынан алынған жағындылар) бөлініп алынды.
2.2.4 Зертханада қолданылған құрал-жабдықтар
Зерттеу жұмыстары арнайы жабдықталған микробиологиялық зертханада жүргізілді. Тәжірибелер барысында келесі құрал-жабдықтар пайдаланылды:
– Ламинарлы биологиялық шкаф (BSC-II классы) Streptococcus equi бактериялары мен бактериофагтармен жұмыс істеу кезінде асептикалық жағдайды қамтамасыз ету үшін қолданылды;
– Binder BD 53 термостат құрылғысы бактериялар мен бактериофагтарды 37 °C температурада өсіру және инкубациялау үшін;
– Eppendorf 5810 R центрифугасы 4 000 айн/мин жылдамдықта 10–15 мин бойы өңдеу арқылы жасушалық қалдықтарды тұндыру үшін;
– 0,45 µm және 0,22 µm (KFM–PS) мембраналық сүзгілер фаголизаттарды стерильдеу мақсатында қолданылды;
– су моншасы сынамаларды 37–45 °C температурада өңдеу үшін;
– pH-метр фаголизаттардың қышқылдығын (pH деңгейін) бақылау үшін;
– Liebherr LKPv 6520 тоңазытқыш камерасы сынамаларды +4 °C температурада сақтау үшін;
– JEOL JEM-100CX электрондық микроскопы вириондардың морфологиялық құрылымын талдау және морфотипті анықтау кезеңінде пайдаланылды;
– XN-1000 – автономды үстел үсті гематологиялық анализатор.
Зерттеу барысында қолданылған барлық өлшеу құралдары мен зертханалық жабдықтар Қазақстан Республикасының қолданыстағы метрологиялық талаптарына сәйкес тексеруден өткен және калибрленген.

2.3 Зерттеу әдістері
Зерттеу әдістері микробиология, вирусология, молекулалық биология және ветеринариялық биотехнология салаларында кеңінен қолданылатын стандартталған және сертификатталған әдістемелерге негізделді. Эксперименттік жұмыстар отандық және шетелдік ғылыми тәжірибеде сипатталған хаттамаларға сәйкес жүргізілді [145-149].
2.3.1 Бактериофагтарды бөліп алу әдісі
Сыртқы орта объектілерінен (топырақ, қи, жем қалдықтары, су) және клиникалық материалдардан (мұрын және ауыз қуысынан алынған жағындылар) алынған сынамалар алдын ала механикалық өңдеуден өткізілді.
Топырақ пен қи үлгілерінің әрқайсысынан 100 г өлшеніп, стерильді фарфор келіде ұсақталды, кейін 150 мл көлемдегі БҰГ қоректік сорпасы бар колбаларға енгізіліп, гомогенизацияланды. Су сынамаларының 30 мл көлемі 120 мл БҰГ сорпасымен араластырылды.
Клиникалық жағынды тампондар 150 мл БҰГ сорпасы бар колбаларға орналастырылды. Әрбір колбаға Streptococcus equi тест-өсіндісінің тәуліктік қою суспензиясы (шамамен 1х109 КТБ/мл) 0,5 мл көлемде қосылды. Қоспалар 37 °C температурада 24 сағат бойы термостатта инкубацияланды.
Инкубация аяқталған соң материал мақта-дәке сүзгісі арқылы сүзілді, кейін 4000 айн/мин жылдамдықта 30 минут центрифугаланды. Алынған үстіңгі мөлдір сұйықтық 0,22 мкм саңылауы бар KFM–PS мембраналық сүзгілер арқылы стерильденіп, бактериофаг лизатын алу үшін пайдаланылды.
2.3.2 Бөлініп алынған бактериофагтардың биологиялық қасиеттерін зерттеу
Бактериофагтардың Streptococcus equi штаммдарына қатысты телімділігі мен литикалық белсенділігі Отто, Аппельман және Грациа әдістері арқылы бағаланды.
2.3.2.1 Отто әдісі
Streptococcus equi өсінділері 0,5 McFarland стандартына дейін стандартталып, БҰГ агарына беткейіне егілді. Агар бетіне стерильді жағдайда фаг сүзіндісінің 10–20 мкл көлеміндегі тамшылары тамызылып, бөлме температурасында 10–15 минут адсорбцияға қалдырылды.
Одан кейін Петри табақшалары 37 °C температурада 24 сағат инкубацияланды. Теріс бақылау ретінде Staphylococcus aureus және Escherichia coli штаммдары пайдаланылды.
2.3.2.2 Аппельман әдісі
Аппельман әдісі бойынша литикалық белсенділікті анықтау үшін диаметрі бірдей 12 пробиркаға 4,5 мл-ден қоректік сорпа құйылды. Бірінші пробиркаға зерттелетін фагтың 0,5 мл көлемі енгізіліп, жақсылап араластырылғаннан кейін одан 0,5 мл келесі (№2) пробиркаға ауыстырылды. Осылайша, қатарлы сұйылту 10 пробирка бойынша жүргізілді. Соңғы пробиркадан 0,5 мл алынып тасталды. Одан кейін алғашқы 10 пробирканың әрқайсысына 1 тәуліктік индикаторлық өсіндінің 0,2 мл көлемі енгізілді. 11-пробирка өсіндінің өсуін бақылау, ал 12-пробирка қоректік ортаның стерильділігін бақылау үшін пайдаланылды. Барлық 12 пробирка 37 °C температурада 24 сағат бойы термостатта инкубацияланды. Инкубация аяқталғаннан кейін пробиркалардағы лайлану дәрежесі бағаланды. Тұнық болып қалған ең соңғы пробирка бактериофагтың литикалық белсенділік деңгейін сипаттайтын көрсеткіш ретінде қабылданды.
2.3.2.3 Грациа әдісі бойынша литикалық белсенділікті анықтау
Зерттелетін бактериофагтар БҰГ сорпасында 10-1–10-10 аралығында қатарлы сұйылтуларға дайындалды. 45–47 °C температураға дейін балқытылған 0,7% БҰГ агарға 1,0 мл фаг сүзіндісі және 0,2 мл Streptococcus equi тәуліктік индикаторлық өсіндісі қосылып, ерітінді тез араластырылды.
Алынған қоспа 1,5% БҰГ агары бар Петри табақшаларының бетіне құйылып, агар қатқаннан кейін 37 °C температурада 24 сағат инкубацияланды. Фаг титрі теріс колониялар санына және сұйылту коэффициентіне сәйкес PFU/мл бірлігінде есептелді.
Фаг бөлшектерінің санын "лизис дағы" немесе "мөлдір дақ" түзуші бірліктермен (PFU/мл) көрсетеді. Бастапқы суспензиядағы фаг титрі келесі формула бойынша есептеледі:

N = y / (v × x)                                                     (1)

мұндағы:
N – фаг титрі;
y – теріс колониялар саны;
v – қолданылған фаг фильтратының көлемі;
x – фаг суспензиясының сұйылту коэффициенті.
Мысалы, егер 10–5 сұйылту дәрежесіндегі 0,1 мл фаг фильтраты 250 теріс колония түзсе, онда титр: 250 / (0,1 х10–5 ) = 2,5 х 108 PFU/мл.
2.3.3 Бактериофагтардың физика-химиялық қасиеттерін зерттеу
2.3.3.1 Бактериофагтардың хлороформ әсеріне төзімділігін анықтау
Бактериофаг суспензиясы хлороформмен 1:10 қатынаста араластырылып, бөлме температурасында 13, 30 және 45 минут бойы шайқау арқылы өңделді. Бақылау үлгілерінде хлороформмен өңделмеген фаг суспензиясы пайдаланылды. Әсер ету уақыты аяқталған соң фаг белсенділігі Грациа әдісі бойынша бағаланды [150, 151].
2.3.3.2 Бактериофагтардың температура әсеріне төзімділігін анықтау
Температуралық тұрақтылықты зерттеу үшін бактериофаг суспензиясы БҰГ сорпасымен 1:10 қатынаста сұйылтылып, әртүрлі температуралық режимдерде (40–95 °C) 30 минут бойы су моншасында өңделді. Бақылау үлгілері бөлме температурасында сақталды. Өңдеу аяқталған соң барлық үлгілердегі фаг белсенділігі Грациа әдісі арқылы бағаланды.
2.3.3.3 Бактериофаг суспензиясының pH мәнін анықтау
Өлшеулер pH-метр және оған арналған электродты пайдалану арқылы, құрылғының пайдалану нұсқаулығына сәйкес жүргізілді. Өлшеу алдында зерттелетін үлгілердің температурасы анықталды. pH-метрдің температураны реттегіші үлгінің температурасына сәйкес орнатылды. Құрылғы буферлік ерітінділермен (pH 4.0, 7.0, 9.0) сәйкестендірілді.
Сынақтар алты түрлі бактериофаг суспензиясында жүргізілді, әрқайсысы үш тәуелсіз құтыға құйылды. Әр үлгіде электрод 30 секунд бойы батырылып ұсталды, содан кейін pH мәні тіркелді. Нәтижелердің дәлдігін қамтамасыз ету үшін әрбір үлгіде өлшеу үш рет қайталанып, орташа арифметикалық мәні есептелді.
2.3.4 Фаг-жасуша жүйесіндегі инфекциялық үдеріс параметрлерін анықтау
Экспоненциалды өсіп тұрған бактериялық жасушаларды бактериофагпен (MOI=0,001) араластырып, бөлме температурасында инкубацияланады. Үлгілерді (100 мкл) 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15, 20, 25, 30 мин өткен сайын алып, әрқайсысын 850 мкл SM-буферімен және 50 мкл хлороформмен араластырды. Центрифугалаудан кейін үстіңгі сұйықты әр түрлі уақыт нүктелерінде адсорбцияланбаған немесе қайтымды адсорбцияланған фагтарды анықтау үшін титрледі.
Латентті кезең мен фаг бөлшектерінің шығымы төмендегідей анықталды. 50 мл бактериялық жасушаларды экспоненциалды өсу сатысына дейін (OD600 = 0,3) инкубацияланады, содан кейін алынған сұйық 20 мл көлемін 4 °C-та, 5 мин, 7000 g режимінде центрифугаланды. Тұнбаны 0,5 мл жаңа БҰҒ ортасында қайта суспензияланып, бактериофагпен MOI = 0,01–0,005 болатындай етіп араластырылды. Фаг-жасуша қоспасын 37°C-та 5 мин инкубацияланды. Адсорбцияланбаған фагтарды 13000 g-та 2 мин центрифугалау арқылы алып тасталды. Тұнбаны алдын ала қыздырылған БҰГ (10 мл) ортасына қайта суспензияланды. Үлгілерді 3 сағат бойы әр 5-10 мин сайын алып, дереу титрленді. Бактериофагтың шығымын көбею соңында босап шыққан фаг бөлшектерінің максималды санының (теріс колониялардың максималды саны) латентті кезең кезінде зарарланған бактериялық жасушалар санына (теріс колониялар санына) қатынасы ретінде есептелді.
2.3.5 Streptococcus equi бактериофагы вириондарының морфологиясын электрондық микроскопиялау әдісі
Streptococcus equi бактерияларына тән бактериофагтардың морфологиялық құрылымын зерттеу электрондық микроскоп JEM-100CX (JEOL, Жапония) құрылғысында жүргізілді.
Фаг суспензиясы электрондық микроскопиялық талдауға дейін 0,05 М фосфат-буфер ерітіндісінде (pH 7,4) сұйылтылып, 3000 айн/мин жылдамдықта 20 минут бойы центрифугаланды. Алынған концентрат ультратомды кесінділер дайындауға және электрондық микроскопиялық бақылауға пайдаланылды.
Үлгілер электрондық микроскопиялық зерттеуге дайындау мақсатында төрттотығы осмиймен (OsO₄) бекітілді, кейін спирттің өспелі концентрацияларында сусыздандырылды. Бекітілген материал эпоксидті шайырларға (эпон және аралдит) енгізіліп, толық полимерленген соң ультрамикротом LKB құрылғысында 30–40 нм қалыңдықтағы ультражұқа кесінділер дайындалды. Дайындалған кесінділер мыс торларға орналастырылып, 2% уранилацетат ерітіндісімен контрастталды және Рейнольдс әдісі бойынша қорғасын цитратымен өңделді. Алынған препараттар электрондық микроскопиялық талдау жүргізу үшін пайдаланылды.
2.3.6 Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының протеомдық талдау әдісі
Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының протеомдық талдауы оның құрылымдық ақуыздарын, соның ішінде капсидтік ақуыздардың құрамын және молекулалық массасын анықтау мақсатында жүргізілді. Аталған әдіс бактериофаг бөлшектерінің құрылымдық тұрақтылығын, оларды тазарту тәсілдерінің тиімділігін, сондай-ақ гиалуронидаза ферментінің фаг құрамындағы ықтимал рөлін бағалауға мүмкіндік береді. Алынған мәліметтер бактериофагтың құрылымдық ерекшеліктерін, спецификалық қасиеттерін және биологиялық қауіпсіздігін негіздеуге пайдаланылды.
Аталған зерттеулер бактериофагтарды кешенді сипаттау және фаготерапия саласындағы ғылыми ынтымақтастық аясында жүзеге асырылды. Жұмыстар ФМБЖББМ «П.А.Столыпин атындағы Ульянов мемлекеттік аграрлық университеті» қызметкерлерінің, атап айтқанда б.ғ.д., профессор Д.А.Васильевтің, б.ғ.к., доцент А.Г.Шестаковтың және б.ғ.к., доцент А.И.Калдыркаевтың қатысуымен орындалды.
2.3.6.1 Протеомдық электрофорез (Лэммли әдісі)
Бактериофагтың протеомдық құрамын зерттеу Лэммли әдісі бойынша SDS-PAGE электрофорезі арқылы жүргізілді. Электрофорезге дайындау үшін трис-глицин буфері, 2х SDS-PAGE үлгілік буфері, Coomassie Blue R-250 бояу ерітіндісі, метанол, дистилденген су және сірке қышқылы пайдаланылды.
50 мкл бактериофаг суспензиясына 200 мкл 1% SDS ерітіндісі қосылып, қоспа вортексте араластырылды және ультрадыбыстық дезинтеграцияға ұшыратылды (60 Вт, 20 кГц, 1 мин). Одан кейін үлгілер 95 °C температурада 5 минут қыздырылып, салқындатылған соң үлгілік буфер қосылды.
Центрифугалау 13 000 айн/мин жылдамдықта 30 минут жүргізілді. Алынған үстіңгі сұйықтық 4–20% полиакриламид гелінде 200 В кернеуде 15–20 минут электрофорезге жіберілді. Электрофорез аяқталған соң гель бояу ерітіндісінде инкубацияланып, кейін түссіздендіру ерітіндісінде өңделді. Гельдер денситометриялық талдау үшін сканерленді.
2.3.6.2 Фаголизатты сахароза градиентінде центрифугалау
Фаг бөлшектерін шоғырландыру және балластық ақуыздардан тазарту үшін сахароза градиентінде центрифугалау әдісі қолданылды. 10%, 20% және 30% концентрациядағы сахароза ерітінділері қабаттап дайындалып, үстіңгі қабатқа фаг суспензиясы енгізілді. Үлгілер 14 000 айн/мин жылдамдықта 20 сағат бойы центрифугаланды. Центрифугалау аяқталған соң фаг бөлшектері жинақталған аймақ таңдалып алынып, әрі қарай талдау үшін пайдаланылды.
2.3.6.3 Фаголизатты хлорлы цезий градиентінде центрифугалау
Фаг бөлшектерін жоғары тазалықта алу мақсатында CsCl градиентінде центрифугалау жүргізілді. 10% және 40% CsCl ерітінділері қабаттап дайындалып, үстіне фаг суспензиясы енгізілді. Центрифугалау 14 000 айн/мин жылдамдықта 20 сағат бойы жүргізілді. Центрифугалау нәтижесінде түзілген фагқа сәйкес аймақ таңдалып алынып, әрі қарай зерттеулерде қолданылды [152].
2.3.6.4 Фаголизатты ультрасүзгіден өткізу және лиофильдеу
Фаг суспензиясын шоғырландыру үшін Amicon Ultra-15 ультрасүзгіш құрылғылары (50 кДа) пайдаланылды.
Фаг суспензиясы алдын ала 3 000 айн/мин жылдамдықта 30 минут центрифугаланды. Алынған үстіңгі сұйықтық ультрасүзгі арқылы өткізілді. Сүзгіден кейін алынған концентрат 0,9% NaCl ерітіндісімен шайылып, лиофилизациялау үшін дайындалды. Лиофилизацияланған үлгілер кейінгі талдауларда қолданылды [153].
2.3.7 Бактериофагтың нуклеотидтік тізбегін анықтау және генотиптеу
Бактериофагтың генетикалық сипаттамасын зерттеу үшін толық геномды секвенирлеу және биоинформатикалық талдау жүргізілді.
ДНҚ бөліп алу мақсатында фаг лизаты 0,45 мкм мембраналық сүзгіден өткізіліп, ультрацентрифугалау арқылы шоғырландырылды. Фаг ДНҚ-сы QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) жинағының өндіруші нұсқаулығына сәйкес бөлініп алынды [154].
Кітапхана дайындау және секвенирлеу үшін фрагменттік кітапханалар Ion Xpress Plus Fragment Library Kit көмегімен дайындалды [155]. Толық геномды секвенирлеу Ion Torrent платформасында (Thermo Fisher Scientific) жүргізілді [156].
Геномды жинақтау және аннотация секвенирлеу нәтижелері SKESA бағдарламалық қамтамасыз етуі арқылы жинақталды. Алынған контигтер BLAST көмегімен салыстырмалы талдаудан өткізілді. Гендерді болжау және функционалдық аннотация RAST серверінде жүргізіліп, нәтижелері BLAST іздеу арқылы нақтыланды.
Филогенетикалық талдау үшін референстік тізбектер GenBank дерекқорынан алынды. Консервативті hyaluronidase генінің нуклеотидтік тізбектері MEGA 11 бағдарламасында Maximum Likelihood әдісімен тураланып, Kimura 2-parameter моделі қолданылды. Bootstrap мәні 1000 қайтара есептелді.
2.3.8 «Streptophagum equi» биопрепаратының зертханалық үлгісін дайындау технологиясы 
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының зертханалық үлгісін дайындау технологиясы Streptococcus equi өндірістік өсіндісін өсіру, оны телімді бактериофагпен инфекциялау, фаголизатты алу және тазарту, сондай-ақ дайын өнімнің бастапқы сапалық көрсеткіштерін бақылау кезеңдерін қамтыды. Биопрепаратты алу барлық сатыларда асептика және биологиялық қауіпсіздік талаптарын сақтай отырып жүргізілді.
Кезең 1. Шикізат пен жабдықтарды дайындау. Өндірістік процесті бастар алдында барлық жұмыс құралдары мен ыдыстар (колбалар, тамшуырлар, құтылар, шыны және металл жабдықтар) механикалық тазартудан өткізілді. Тазалаудан кейін құрал-жабдықтар мен ыдыстар 121 °C температурада 15 минут бойы автоклавта стерильденді.
Кезең 2. Қоректік орталарды дайындау. Фагты өсіру үшін БҰГ сорпасы (жалпы көлемі – 1200 мл) және БҰГ агары (жалпы көлемі – 8000 мл) дайындалды. Қоректік орталардың стерильдігі оларды 37 °C температурада термостатта 2–5 тәулік бойы инкубациялау арқылы бақыланды.
Кезең 3. Streptococcus equi M-1-21/D штаммының өндірістік өсіндісін алу.
Конустық колбаларға әрқайсысына 120 мл көлемде алдын ала автоклавталған БҰГ сорпасы құйылды. Әр колбаға Streptococcus equi M-1-21/D штаммының өсіндісі енгізіліп, 37 °C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды.
Кезең 4. Streptococcus equi өсіндісін культуральды ортаға себу және фаг енгізу. Тәуліктік өсіндіден 2,0 мл көлемі БҰГ-агар негізіндегі культуральды колбаларға себіліп, 37 °C температурада 3 сағат инкубацияланды. Одан кейін әр колбаға 2,0 мл «Bacteriophagum Streptococcus equi / НИИПББ / BV–0002» фаг суспензиясы енгізіліп, қайтадан 37 °C температурада 3 сағат бойы  инкубацияланды.
Кезең 5. Қоюлатылған өсіндіні дайындау. 24 сағаттық бактериялық өсінді 4000 айн/мин жылдамдықта 30 минут центрифугаланды. Алынған тұнба бактериофагпен инфекциялау үшін концентрат ретінде пайдаланылды. Инфекциядан кейін 3 сағат өткен соң культураға 2,0 мл көлемде қоюлатылған өсінді қосылып, 37 °C температурада 18–20 сағат бойы инкубацияланды.
Кезең 6. Фаголизатты алу және тазарту. Инкубация аяқталғаннан кейін культуралардан фаголизат алынып, әр колбаға 20 мл 0,9 % NaCl ерітіндісі қосылды. Алынған шайынды сұйықтық 4000 айн/мин жылдамдықта 20 минут центрифугаланды. Супернатант стерильді ыдыстарға жиналып, тұнба биологиялық қалдық ретінде жойылды.
Кезең 7. Сүзгіден өткізу. Фаголизат екі сатылы сүзгілеу жүйесі арқылы тазартылды: алдымен 0,45 мкм, кейін 0,22 мкм KFM-PS мембраналық сүзгілер арқылы вакуумдық сорғы көмегімен сүзілді. Бұл кезең бактериялық жасуша қалдықтары мен қоректік орта бөлшектерін толық жоюды қамтамасыз етті.
Кезең 8. Құю және тығындау. Сүзілген фаг суспензиясы биологиялық қауіпсіздік шкафында (BSC-II) стерильденген шыны құтыларға (20 және 100 мл) автоматтандырылған мөлшерлеу жүйесі арқылы құйылды. Құтылар резеңке тығындармен тығындалып, алюминий қалпақшалармен герметизацияланды.
Кезең 9. Сапаны бақылау. Дайын «Streptophagum equi» биопрепаратының сапасы стерильдік, pH көрсеткіші, фагтық белсенділігі және ұзақ мерзімдік тұрақтылығы бойынша бағаланды.
2.3.9 «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының сапалық көрсеткіштері мен тұрақтылығын талдау
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының сапалық көрсеткіштері мен тұрақтылығын талдау биопрепараттың қауіпсіздігін, микробиологиялық тазалығын, биологиялық белсенділігін және сақтау барысында негізгі қасиеттерінің сақталуын бағалау мақсатында жүргізілді.
Аталған зерттеулер фагтық биопрепараттарды әзірлеуге қойылатын ветеринариялық-санитариялық талаптарға және биологиялық препараттардың сапасын бақылаудың жалпы қағидаттарына сәйкес орындалды.
Сапалық бақылау көрсеткіштері ретінде биопрепараттың стерильділігі, спецификалық белсенділігі, физика-химиялық параметрлері (pH), сондай-ақ сақтау мерзімі барысында белсенділігінің тұрақтылығы қарастырылды. Барлық зерттеулер зертханалық жағдайда стандартталған әдістемелерге сәйкес жүргізілді [157].
2.3.9.1 Стерильділікті анықтау
Фагтық биопрепараттың стерильділігін анықтау зертханалық үлгінің микробиологиялық қауіпсіздігін бағалау және бөгде микроорганизмдермен контаминацияның болмауын растау мақсатында жүргізілді.
Стерильділік көрсеткіші фагтық препараттардың ветеринариялық қолдануға жарамдылығын айқындайтын негізгі сапалық параметрлердің бірі болып табылады.
Зерттеу үшін дайын биопрепараттан асептикалық жағдайда 5 мл көлемінде сынама алынды. Алынған сынамалар әртүрлі физиологиялық топтағы микроорганизмдерді анықтауға арналған бес қоректік ортаға егілді:
БҰГ-агар – аэробты бактерияларды анықтау үшін; ет-пептонды сорпа (ЕПС) – жалпы микрофлораны бақылау үшін; тиогликольді сорпа – анаэробты микроорганизмдерді анықтау үшін; Сабуро агары және Сабуро сорпасы – ашытқы және зең саңырауқұлақтарын анықтау үшін.
Әрбір қоректік ортаға 1 мл көлемінде зерттелетін үлгі енгізілді. Инкубация ашытқы және зең саңырауқұлақтары үшін 22–25 °C температурада, ал бактериялық флораны анықтау үшін 37 °C температурада жүргізілді. Инкубация ұзақтығы 7 тәулік болды.
Инкубация аяқталғаннан кейін қоректік орталарда микробтық өсу белгілері визуалды түрде бағаланды. Қоректік ортаның лайлануы, тұнба түзілуі немесе колониялардың пайда болуы стерильділіктің бұзылғанын көрсететін белгі ретінде қарастырылды. Барлық орталарда микробтық өсу белгілері тіркелмеген жағдайда биопрепарат стерильді деп бағаланды.
2.3.9.2 Спецификалық белсенділікті анықтау
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының спецификалық белсенділігі Streptococcus equi қоздырушыына қатысты литикалық әсерін бағалау мақсатында анықталды. Бұл көрсеткіш биопрепараттың терапиялық әлеуетін жанама түрде сипаттайтын маңызды сапалық параметр болып табылады.
Фагтық белсенділікті бағалау Аппельман әдісі арқылы жүргізілді. Зерттеу барысында биопрепараттың қатарлы сұйылтулары дайындалып, әрбір сұйылту Streptococcus equi индикаторлық өсіндісі бар қоректік сорпаға енгізілді. Инкубация 37 °C температурада 24 сағат бойы жүргізілді.
Литикалық белсенділік қоректік ортадағы лайланудың болмауы немесе айқын төмендеуі бойынша бағаланды. Лайлану байқалмаған ең соңғы сұйылту деңгейі биопрепараттың спецификалық белсенділігін сипаттайтын көрсеткіш ретінде тіркелді. Бақылау ретінде фаг енгізілмеген Streptococcus equi өсіндісі қолданылды.
2.3.9.3 pH көрсеткішін анықтау
Фагтық биопрепараттың физика-химиялық тұрақтылығын бағалау мақсатында оның сутегі иондары концентрациясы (pH) анықталды.
pH көрсеткіші фаг бөлшектерінің тұрақтылығына және сақтау барысында белсенділігінің сақталуына әсер ететін маңызды параметр болып табылады.
Өлшеулер электронды pH-метр көмегімен жүргізілді. Зерттеу алдында құрылғы стандартты буферлік ерітінділермен (pH 4,0; 7,0; 9,0) калибрленді. Әрбір үлгіде өлшеу үш рет қайталанып, алынған нәтижелердің орташа арифметикалық мәні есептелді.
Биопрепарат үшін рұқсат етілетін pH диапазоны 6,8–7,4 аралығы ретінде қабылданды.
2.3.9.4 In vivo қауіпсіздігін бағалау
Фагтық биопрепараттың in vivo қауіпсіздігін бағалау зертханалық жануарлар моделінде жүргізілді. Зерттеудің мақсаты – биопрепаратты парентералды енгізу кезінде жануар организмінде уытты немесе жергілікті жағымсыз әсерлердің болмауын анықтау.
Тәжірибе Қазақстан Республикасының ветеринариялық-санитариялық талаптарына және халықаралық ұсынымдарға сәйкес жүргізілді [158, 159]. Зерттеуге массасы 18–22 г болатын клиникалық тұрғыдан сау 40 бас ақ тышқан алынды. Жануарлар төрт топқа бөлінді, әр топта 10 жануардан болды.
Биопрепарат әртүрлі көлемде құрсақ ішіне енгізілді, бақылау тобына физиологиялық ерітінді қолданылды. Бақылау кезеңі 10 тәулікке созылды.
Зерттеу барысында жануарлардың жалпы жағдайы, мінез-құлқы, қозғалыс белсенділігі, азық қабылдауы, дене салмағының динамикасы және инъекция аймағындағы жергілікті реакциялардың бар немесе жоқтығы күн сайын бақыланды. Бақылау нәтижелері стандартталған тіркеу кестелеріне енгізіліп отырды.
Мәліметтер тіркеу кестелеріне енгізіліп, статистикалық өңдеу Student t-критериі бойынша жүргізілді (сенімділік деңгейі p<0,05) [160].
2.3.9.5 Тұрақтылықты зерттеу
Фагтық биопрепараттың сақтау барысында биологиялық белсенділігінің сақталуын бағалау мақсатында тұрақтылықты зерттеу жүргізілді.
Зерттеу үлгілері +2…+4 °C температурада тоңазытқышта сақталды.
Бақылау нүктелері бастапқы (0 ай), 6, 12, 18 және 24 айлық сақтау кезеңдерінде белгіленді. Әрбір бақылау нүктесінде биопрепараттың фагтық титрі Грациа әдісімен анықталды, сондай-ақ pH мәні, мөлдірлігі және стерильділігі бағаланды.
Фагтық титрдің қабылданатын ең төменгі шегі ≥1х105 PFU/мл ретінде белгіленді. Бұл көрсеткіш биопрепараттың сақтау барысында терапиялық маңызын жоғалтпауын қамтамасыз ету үшін қолданылды.
2.3.10 Жылқыларда сақау ауруының инфекциялық моделін қалыптастыру және фагтық биопрепараттың терапиялық мөлшерін айқындау әдістемесі
Жылқыларда сақау ауруының эксперименттік инфекциялық моделін қалыптастыру және фагтық биопрепараттың терапиялық мөлшерін айқындау әдістемесі биологиялық этика жөніндегі жергілікті комиссияның оң қорытындысы негізінде жүргізілді (Қосымша Г).
Зерттеу барысында жануарларды пайдалану, күтіп-бағу және тәжірибелік манипуляциялар жүргізу Қазақстан Республикасында қолданылатын ветеринариялық-санитариялық және биоэтикалық талаптарға сәйкес жүзеге асырылды.
2.3.10.1 Зерттеу объектілері және жануарларды іріктеу
Тәжірибеге жергілікті тұқымға жататын, жасы 8–12 ай аралығындағы, клиникалық тұрғыдан сау 8 бас құлын іріктеліп алынды.
Зерттеуге енгізер алдында барлық жануарларға кешенді клиникалық тексеру жүргізілді. Алдын ала қарау барысында тыныс алу жүйесі тарапынан патологиялық өзгерістер анықталған жоқ.
Барлық құлындар тәжірибе басталғанға дейін 7 тәулік бойы карантиндік бақылауда ұсталды. Карантин кезеңінде жануарлардың жалпы клиникалық жағдайы, дене температурасы, тыныс алу жиілігі, тәбеті мен мінез-құлқы күнделікті бақыланды. Сонымен қатар жақасты лимфа түйіндерінің пальпациясы жүргізілді.
Сақау қоздырушыына қатысты бастапқы инфекциялық статусты анықтау мақсатында серологиялық скрининг жүргізілді (ИФТ, ID Screen Streptococcus equi Indirect тест-жиынтығы).
2.3.10.2 Инфекциялық модельді қалыптастыру
Клиникалық сақау ауруының көрінісін қалыптастыру үшін сақаумен ауырған жылқыдан бөлініп алынған патогенді Streptococcus equi M-1-21/D штамы қолданылды. Жұқтыру үшін бактериялық суспензияның концентрациясы 1х109 КТБ/мл деңгейінде дайындалды.
Инфекцияны енгізу екі жолмен жүргізілді:
– жақасты лимфа түйіні аймағына инъекциялық жолмен 2,0 мл көлемде бактериялық суспензия енгізілді (жалпы инфекциялық жүктеме: 2,0 мл х 1х109 КТБ/мл);
– интраназальды жолмен әрбір танауға 2,0 мл көлемде бактериялық суспензия енгізілді (жалпы көлемі 4,0 мл).
Бұл жұқтыру тәсілдері сақау ауруының табиғи даму механизмін модельдеуге және жергілікті қабыну процестерінің қалыптасуын қамтамасыз етуге бағытталды.
Жұқтырудың тиімділігі клиникалық белгілердің пайда болуымен, мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындыларды қоректік орталарға егу нәтижелерімен, сондай-ақ Грам әдісімен боялған микропрепараттарды микроскопиялық зерттеу арқылы расталды.
2.3.10.3 Фагтық биопрепаратты қолдану тәсілі
Емдік құрал ретінде зертханалық жағдайда дайындалған тәжірибелік «Streptophagum equi» фагтық биопрепараты қолданылды. Биопрепараттың бастапқы белсенділігі 1х109 PFU/мл деңгейінде болды.
Фагтық биопрепарат инфекциялық ошақ аймағына жергілікті енгізілді: интраназальды жолмен, абсцесс қалыптасқан жағдайда – жақасты лимфа түйініндегі абсцесс қуысына тікелей енгізу арқылы.
2.3.10.4 Терапиялық мөлшерді айқындау және топтарға бөлу
Фагтық биопрепараттың терапиялық мөлшерін айқындау мақсатында жұқтырылған сегіз құлын бес топқа бөлінді:
А1 тобы (n = 2) – төмен терапиялық мөлшер: биопрепарат интраназальды тәулігіне 1 мл (әр танауға 0,5 мл) енгізілді. Абсцесс немесе инфекциялық ошақ қалыптасқан жағдайда жақасты аймаққа 0,2 мл көлемде жергілікті өңдеу жүргізілді. Емдеу ұзақтығы – 7 тәулік.
А2 тобы (n = 2) – орта терапиялық мөлшер: биопрепарат интраназальды тәулігіне 2 мл (әр танауға 1 мл) және абсцесс қуысына тікелей 0,5 мл көлемде енгізілді. Емдеу ұзақтығы – 7 тәулік.
А3 тобы (n = 2) – жоғары терапиялық мөлшер: биопрепарат интраназальды тәулігіне 4 мл (әр танауға 2 мл) және абсцесс қуысына тікелей 1 мл көлемде енгізілді. Емдеу ұзақтығы – 7 тәулік.
А4 тобы (n = 1) – жұқтырылған бақылау тобы, ем жүргізілген жоқ.
А5 тобы (n = 1) – интакт бақылау тобы, жұқтыру да, емдеу де жүргізілген жоқ.
2.3.10.5 Клиникалық және микробиологиялық мониторинг
Клиникалық мониторинг барлық жануарларда күн сайын жүргізілді. Бақыланған көрсеткіштерге ректальды температура, мұрын бөлінділерінің сипаты мен қарқындылығы, жақасты лимфа түйіндерінің ісіну дәрежесі мен пальпациядағы ауырсынуы, абсцесстің даму сатысы (ашылмаған, ашылған, эпителизация кезеңі), сондай-ақ тәбет пен жалпы белсенділік деңгейі енгізілді.
Қоздырушының элиминациясын бағалау мақсатында мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындылар және (қажет болған жағдайда) абсцесс ошағынан алынған экссудат емдеудің алдында (1-тәулік) және ем басталғаннан кейін 3, 5, 7 және 10 тәуліктерде іріктелді. Клиникалық материал БҰГ сорпаға, БҰГ агарға және қан агарға егілді. Қажет болған жағдайда жағындылардан микропрепарат дайындалып, Грам әдісімен боялды.
2.3.11 «Streptophagum equi» биопрепаратының емдік қасиетін антимикробтық препараттармен салыстырмалы бағалау әдістемесі (in vivo)
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының емдік тиімділігі құлындарда Streptococcus equi қоздырған сақау ауруының эксперименттік моделінде клиникалық ветеринариялық практикада кеңінен қолданылатын антимикробтық препараттармен салыстырмалы түрде бағаланды. Инфекциялық процесс Streptococcus equi инфекциялық моделін қалыптастыру хаттамасына сәйкес жүргізілді.
2.3.11.1 Зерттеу объектілері және жалпы дизайн
Зерттеуге барлығы 15 бас жылқы тартылды. Жануарлар алты эксперименттік және бақылау топтарына бөлінді.

Кесте 1 – Зерттеу дизайны: топтар, жұқтыру және емдеу мөлшерлеу сызбасы

	Топ
	Жануар №
	Streptococcus equi жұқтыру
	Емдеу мөлшері

	В1 (фагпен емдеу)
	1
	+
	4 мл/тәул (интраназальды), абсцесс болса 1 мл (абсцесс қуысына), 5 күн

	
	2
	+
	4 мл/тәул (интраназальды), абсцесс болса 1 мл (абсцесс қуысына), 5 күн

	
	3
	+
	4 мл/тәул (интраназальды), абсцесс болса 1 мл (абсцесс қуысына), 5 күн

	В2 (4% гентамицин сульфаты)
	4
	+
	0,6 мл/10 кг (бұлшық етке)

	
	5
	+
	0,6 мл/10 кг (бұлшық етке)

	
	6
	+
	0,6 мл/10 кг (бұлшық етке)

	В3 (ВетБицин-5)
	7
	+
	10 000–20 000 ӘБ/кг, (бұлшық етке)

	
	8
	+
	10 000–20 000 ӘБ/кг, (бұлшық етке)

	
	9
	+
	10 000–20 000 ӘБ/кг, (бұлшық етке)

	В4 (тилозин 50)
	10
	+
	0,1–0,2 мл/кг (бұлшық етке)

	
	11
	+
	0,1–0,2 мл/кг (бұлшық етке)

	
	12
	+
	0,1–0,2 мл/кг (бұлшық етке)

	В5 (жұқтырылған бақылау)
	13
	+
	–

	
	14
	+
	–

	В6 (интакт)
	15
	–
	–


Бірінші кестеде көрсетілгендей, зерттеу дизайны сақау ауруын емдеуде қолданылатын антибиотиктердің үш негізгі фармакологиялық класын қамтыды: аминогликозидтер, бета-лактамды антибиотиктер және макролидтер.
· В1 тобы (биопрепаратпен емдеу) – «Streptophagum equi» биопрепараты, n = 3;
· В2 тобы (антибиотикпен емдеу) – гентамицин сульфаты 4% (аминогликозид), n = 3;
· В3 тобы (антибиотикпен емдеу) – ВетБицин-5 (бета-лактам), n = 3;
· В4 тобы (антибиотикпен емдеу) – тилозин-50 (макролид), n = 3;
· В5 тобы – жұқтырылған бақылау, ем жүргізілмеген, n = 2;
· В6 тобы – интакт бақылау, жұқтырылмаған және ем қолданылмаған, n = 1. Барлық топтар үшін бақылау кезеңінің ұзақтығы 14 тәулік болды.
Топтардың құрамы, жұқтыру фактісі және емдеу мөлшерлеу тәртібі 1-кестеде көрсетілген.
2.3.11.2 Антибиотикпен емдеу жүргізу әдістемесі
Антибиотиктік препараттар өндіруші фирмалардың ресми нұсқаулықтарына сәйкес қолданылды: В2 тобында гентамицин сульфаты 4% препараты 0,6 мл/10 кг тірі салмаққа шаққанда бұлшықет ішіне тәулігіне 1 рет, 5 тәулік бойы енгізілді; В3 тобында ВетБицин-5 препараты 5 мл физиологиялық ерітіндіде ерітіліп, 10 000–20 000 ӘБ/кг мөлшерде бұлшықет ішіне бір реттік инъекция ретінде қолданылды; В4 тобында тилозин-50 препараты 0,1–0,2 мл/кг мөлшерде бұлшықет ішіне тәулігіне 1 рет, 5 тәулік бойы енгізілді.
2.3.11.3 Фагпен емдеуді жүргізу әдістемесі
Фагпен емдеу В1 тобында белсенділігі 1х109 PFU/мл болатын «Streptophagum equi» фагтық биопрепараты арқылы жүргізілді.
Биопрепарат жергілікті енгізу принципі бойынша қолданылды: интраназальды жолмен әр танауға 2 мл (тәуліктік жалпы доза – 4 мл); абсцесс қалыптасқан жағдайда жақасты лимфа түйініндегі абсцесс қуысына тікелей қосымша 1 мл енгізілді.
Осылайша, абсцесс болған жағдайларда биопрепараттың тәуліктік жалпы мөлшері 5 мл/жылқыны құрады. Емдеу курсының ұзақтығы 5 тәулік болды.
2.3.11.4 Клиникалық мониторинг және тиімділікті бағалау критерийлері
Зерттеу барысында барлық жануарларда күн сайын стандартталған клиникалық бақылау жүргізілді. Бағаланған негізгі көрсеткіштерге мыналар кірді: ректальды температура (°C), мұрын бөлінділерінің сипаты мен қарқындылығы, жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаю дәрежесі және пальпация кезіндегі ауырсынуы, абсцесстің клиникалық сатысы (ашылмаған, ашылған немесе эпителизация кезеңі), сондай-ақ жануарлардың жалпы жағдайы (тәбет, қозғалыс белсенділігі).
Емнің тиімділігі температураның физиологиялық деңгейге дейін (<38,5 °C) қалыпқа келу жылдамдығы, жергілікті қабыну реакциясының регрессі (ісіну мен ауырсынудың азаюы), абсцесстің ашылуы немесе резорбциялануы, жара бетінің грануляция және эпителизация динамикасы, сондай-ақ жануардың жалпы клиникалық қалпына келуі бойынша бағаланды.
2.3.11.5 Микробиологиялық бақылау
Streptococcus equi қоздырушының элиминациясы мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындыларды бактериологиялық егу арқылы бағаланды. Емдеу басталғаннан кейін 3-, 4-, 5- және 7-ші тәуліктерде стерильді зонд көмегімен мұрын-жұтқыншақ жағындылар алынып, БҰГ-агарға және қан агарына егілді. Өсінділер 37 °C температурада 24–48 сағат инкубацияланды.
Нәтижелер Streptococcus equi өсудің бар немесе жоқтығына байланысты (өсінді оң/теріс) есепке алынды.
Абсцесс қалыптасқан жағдайларда қосымша клиникалық материал іріктелді: абсцесс өздігінен жарылған кезде экссудаттан (ірің немесе шырышты-іріңді бөлінді) жағынды алынды; өздігінен жарылмаған жағдайда диагностикалық пункция кезінде алынған материал пайдаланылды. Бұл материалдар да БҰГ-агар және қан агарына егілді, қажет болған жағдайда микропрепарат дайындалып, Грам әдісімен боялды.
2.3.11.6 Қанның гематологиялық және биохимиялық көрсеткіштерін зерттеу әдістері
Тәжірибелік жануарларда инфекциялық үдерістің ағымын және қолданылған емдеу тәсілдерінің организмнің жалпы функционалдық күйіне ықпалын бағалау мақсатында қанның гематологиялық және биохимиялық көрсеткіштері зерттелді. Зерттеу тәжірибелік және бақылау топтарындағы жануарлардан алынған қан үлгілері негізінде жүргізілді.
Гематологиялық зерттеулер барысында қанның негізгі морфофункционалдық көрсеткіштері анықталды. Атап айтқанда, эритроциттер саны (RBC), гемоглобин деңгейі (Hb), гематокрит (PCV), лейкоциттердің жалпы саны (TLC), лимфоциттер саны (LYM), моноциттер саны (MID/моноциттер фракциясы) және гранулоциттер саны (GRA) бағаланды. Аталған көрсеткіштер организмдегі қабыну реакциясының айқындылығын, гематологиялық гомеостаздың жағдайын және емнің жалпы жүйелік әсерін сипаттау үшін пайдаланылды.
Биохимиялық зерттеулерде қан сарысуының негізгі көрсеткіштері анықталды. Оларға аланинаминотрансфераза (ALT), аспартатаминотрансфераза (AST), жалпы билирубин, глобулиндер және жалпы ақуыз жатады. Бұл көрсеткіштер бауырдың функционалдық күйін, ақуыз алмасуының ерекшеліктерін және инфекциялық-қабыну үдерісінің жүйелік көріністерін бағалау үшін қолданылды.
Қан үлгілерін алу, өңдеу және талдау жалпы қабылданған зертханалық талаптарға сәйкес жүргізілді. Гематологиялық көрсеткіштер толық қан үлгісінде, ал биохимиялық көрсеткіштер қан сарысуында анықталды. Зертханалық талдаулар қолданылған әдістемелер мен зертханалық жабдықтың нұсқаулығына сәйкес орындалды.
Алынған нәтижелер топтар бойынша салыстырмалы түрде бағаланды. Бірнеше жануардан тұратын топтарда көрсеткіштер орташа мән және оның қателігі түрінде (M±m)(M \pm m)(M±m) берілді. Интактты бақылау тобында бір ғана жануар болғандықтан, оның көрсеткіштері жеке мән түрінде ұсынылды.
2.3.11.7 Деректерді тіркеу және статистикалық өңдеу
Барлық клиникалық және микробиологиялық көрсеткіштер күн сайын тіркеліп, жүйелендірілді.
Сандық деректер орташа мән және стандартты ауытқу (M±SD) түрінде сипатталды. Микробиологиялық нәтижелер қоздырушының өсуінің бар немесе жоқтығына қарай бағаланды. Абсцесстің даму динамикасы, ашылған абсцесстердің үлесі және белгілі бір тәулікке клиникалық сауығу белгілері бар жануарлар саны сандық түрде тіркелді. Қажет болған жағдайда деректер Microsoft Excel бағдарламасында диаграммалар түрінде визуализацияланды.
2.3.12 «Streptophagum equi» биопрепаратының өндірістік сынақтарын ұйымдастыру және өткізу
2.3.12.1 Өндірістік сынақтарды жүргізу орны
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының өндірістік сынақтары Қазақстан Республикасының аумағында, Қарағанды облысының Қарқаралы және Бұқар жырау аудандарындағы жылқы шаруашылықтарының базасында жүргізілді.
Негізгі өндірістік сынақ алаңы ретінде жылқы иесі Бижанов А.К.-ға тиесілі шаруашылық таңдалып, онда клиникалық сақау белгілері тіркелген табыннан 90 бас жылқы зерттеуге қамтылды.
Қосымша клиникалық бақылау және өндірістік жағдайда қолдану тиімділігін кеңейтілген түрде бағалау мақсатында «Ержан» шаруа қожалығындағы 20 бас және «Жігер» шаруа қожалығындағы 30 бас жылқы бақылауға алынды. Осылайша, өндірістік сынақтарға барлығы 140 бас жылқы енгізілді.
Өндірістік сынақтар Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігінің Ветеринариялық бақылау және қадағалау комитеті уәкілетті өкілдерінің қатысуымен жүргізілді. Сынақ барысын бақылауға және әдістемелік сүйемелдеуге ҚР АШМ ВБҚК Қарағанды облыстық аумақтық инспекциясының басшысы Бекетбаев Е.М., ҚР АШМ ВБҚК Қарағанды облыстық аумақтық инспекциясының биологиялық қауіпсіздік бөлімінің басшысы Иманбаев Д.С., сондай-ақ ҚР АШМ ВБҚК Бұқар жырау аудандық аумақтық инспекциясының өкілі Әбілдинов К.К. қатысты (Қосымша К).
2.3.12.2 Өндірістік сынақтардың дизайны
Өндірістік сынақтар табиғи жағдайда, сақау ауруына тән клиникалық белгілері байқалған жылқыларда ашық клиникалық бақылау форматында жүргізілді. Клиникалық бақылау ұзақтығы 14 тәулікті құрады.
Зерттеу дизайнында арнайы салыстырмалы бақылау топтары (антибиотикпен емделетін) қарастырылған жоқ, себебі зерттеудің негізгі мақсаты биопрепараттың тиімділігін нақты өндірістік жағдайда бағалау болды.
2.3.12.3 Жануарларды өндірістік сынаққа іріктеу критерийлері
Жануарларды өндірістік сынаққа енгізу клиникалық белгілер негізінде жүргізілді. Іріктеу кезінде келесі негізгі клиникалық көрсеткіштер ескерілді:
дене температурасының жоғарылауы, мұрын қуысынан серозды немесе шырышты-іріңді бөлінділердің бөлінуі, жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаюы және пальпация кезіндегі ауырсынуы, абсцесс түзілуінің клиникалық белгілері.
Өндірістік сынақ барысында бактериологиялық зерттеулер жүргізілген жоқ, өйткені жануарларды іріктеу және клиникалық динамиканы бағалау клиникалық бақылау нәтижелері негізінде жүзеге асырылды.
2.3.12.4 Биопрепаратты қолдану тәсілі
«Streptophagum equi» фагтық биопрепараты өндірістік жағдайда жергілікті қолдану тәсілімен пайдаланылды. Биопрепарат жануарларға интраназальды жолмен 4 мл көлемде енгізілді.
Абсцесс қалыптасқан жануарларда биопрепарат инфекциялық ошаққа тікелей әсер ету мақсатында 1 мл көлемде абсцесс қуысына инъекциялық жолмен енгізілді.
Емдеу ұзақтығы жануарлардың клиникалық жағдайына және ауру белгілерінің регрессіне байланысты анықталып 5 тәулікті құрады.
2.3.12.5 Клиникалық мониторинг және тиімділікті бағалау
Өндірістік сынақ кезеңінде барлық жануарларда күн сайын клиникалық мониторинг жүргізілді. Клиникалық бақылау барысында келесі көрсеткіштер бағаланды: ректальды температура, мұрын қуысынан бөлінетін бөліндінің сипаты мен қарқындылығы, жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаю дәрежесі және пальпация кезіндегі ауырсынуы, абсцесстің қалыптасуы, ашылуы және жазылу динамикасы, жануарлардың жалпы клиникалық жай-күйі (тәбет, қозғалыс белсенділігі).
Биопрепаратты қолданудың клиникалық тиімділігі келесі критерийлер бойынша бағаланды: дене температурасының физиологиялық деңгейге дейін төмендеуі, мұрын бөлінділерінің азаюы немесе толық тоқтауы, жергілікті қабыну белгілерінің бәсеңдеуі, абсцесстің ашылуы және қуысының тазалануы, жануарлардың жалпы клиникалық жағдайының жақсаруы.
Емдеу ұзақтығы клиникалық белгілердің жойылу динамикасына қарай 2–5 тәулік аралығында белгіленді. Биопрепаратты енгізу интраназальды 4 мл көлемде, ал абсцесс болған жағдайда 1 мл көлемде абсцесс қуысына жүргізілді.
Клиникалық бақылау нәтижелері стандартталған бақылау парақтарына тіркеліп отырды. Өндірістік сынақтар аяқталғаннан кейін белгіленген үлгідегі өндірістік сынақ актісі ресімделді (Қосымша Л).











3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ
3.1 Биоматериал мен сыртқы ортадан сынамалар алу
Жылқы сақауының қоздырушыын және оған телімді бактериофагтарды бөліп алу мақсатында Алматы облысының әртүрлі жылқы шаруашылықтарындағы эпизоотологиялық тұрғыдан қолайсыз ошақтардан биоматериал мен қоршаған орта объектілерінен сынамалар жиналды. Биоматериал ретінде сақаумен ауырған жылқылардың мұрын және ауыз қуыстарынан алынған жағындылар пайдаланылды. Қоршаған орта объектілерінен жылқы қораларындағы қи, топырақ, жем-шөп қалдықтары және су көздерінен үлгілер алынды. Жалпы зерттеу үшін 117 сынама жиналып, бактериологиялық талдауға бағытталды.
Алматы облысының әртүрлі аудандарындағы шаруашылықтардан жиналған сынамалардың алыну орындары мен саны 2-кестеде келтірілген.

Кесте 2 – Алматы облысының шаруа қожалықтарынан жиналған сынамалар

	Шаруашылық жүргізуші субъектілер
	Сынама алынған оpындар
	Сынама саны

	«Самат» ш/қ Еңбекшіказақ ауданы
	Мұрын қуысынан жағынды
	9

	
	Ауыз қуысынан жағынды
	9

	
	Табынның тұратын жерінен алынған қи
	4

	
	Табынның тұратын жерінен алынған топырақ
	3

	
	Жылқы астауынан алынған су
	3

	
	Жылқы ақырынан алынған жем–шөп
	3

	«Сарсенбек» ш/қ Талгар ауданы
	Мұрын қуысынан жағынды
	8

	
	Ауыз қуысынан жағынды
	8

	
	Табынның тұратын жерінен алынған қи
	5

	
	Табынның тұратын жерінен алынған топырақ
	5

	
	Жылқы астауынан алынған су
	5

	
	Жылқы ақырынан алынған жем–шөп
	5

	Талғар ауданынан 2 жеке үй
	Мұрын қуысынан жағынды
	4

	
	Ауыз қуысынан жағынды
	4

	
	Табынның тұратын жерінен алынған қи
	1

	
	Табынның тұратын жерінен алынған топырақ
	4

	
	Жылқы ақырынан алынған жем–шөп
	3

	«Төрежан» ш/қ Жамбыл ауданы
	Мұрын қуысынан жағынды
	8

	
	Ауыз қуысынан жағынды
	8

	
	Табынның тұратын жерінен алынған қи
	6

	
	Жылқы астауынан алынған су
	6

	
	Жылқы ақырынан алынған жем–шөп
	6

	Алматы облысы бойынша барлығы
	117



2-кестеде келтірілген деректерге сәйкес, сынамалардың басым бөлігі Талғар және Еңбекшіқазақ аудандарынан алынды. Жекелеген шаруашылықтар мен жеке аулалардан алынған үлгілердің қамтылуы зерттеу материалының әртүрлі экологиялық көздерден жинақталғанын көрсетеді. Жалпы алынған 117 сынама Streptococcus equi қоздырушыын және оған телімді бактериофагтарды бөліп алуға жеткілікті болды.
Биоматериал мен қоршаған орта объектілерінен сынама алу үдерісі 1-суретте көрсетілген.
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Сурет 1 – Биоматериал мен қора-жайлардан сынама жинау барысы,
а) жылқыдан сынама алу; б) су сынамасын алу; в) топырақ сынамасын алу

1-суретте көрсетілгендей, сынама алу барысында асептикалық талаптар қатаң сақталды. Жылқылардың мұрын және ауыз қуыстарынан жағындылар стерильді құрғақ мақта тампондарымен алынды, ал қоршаған орта объектілерінен үлгілер стерильді ыдыстарға жиналып, микробиологиялық зертханаға жеткізілді.
Жиналған биологиялық үлгілерге жүргізілген бактериологиялық зерттеулер нәтижесінде Streptococcus equi қоздырушысының үш изоляты бөлініп алынды. Бөлініп алынған өсінділердің морфологиялық зерттеуі олардың грамоң, қысқа тізбектер түрінде орналасқан кокктар екенін көрсетті. Қанды агарда өсірілген кезде өсінділер айқын бета-гемолиз түзуімен сипатталды, бұл стрептококктарға тән морфологиялық белгі болып табылады.
Бөлініп алынған өсінділердің биологиялық қасиеттерін бағалау мақсатында ақ тышқандарға биологиялық сынама жүргізілді. Зерттеу нәтижесінде өсінділердің жоғары вируленттілігі анықталды: жұқтырылған жануарларда қысқа уақыт ішінде айқын клиникалық өзгерістер байқалып, эксперимент аяқталғаннан кейін олардың ішкі мүшелерінен бастапқы патоген қайтадан бөлініп алынды. Бұл дерек қоздырушының патогенділігін растады.
Биохимиялық қасиеттерін зерттеу барысында барлық өсінділердің глюкозаны ыдырататыны, алайда басқа көмірсуларды ферменттемейтіні анықталды. Сонымен қатар индол, күкіртсутек, каталаза және оксидазаға жүргізілген реакциялар бойынша теріс нәтижелер тіркелді, бұл көрсеткіштер Streptococcus equi түріне тән биохимиялық сипаттамалармен сәйкес келді.
Қоздырушының түрлік тиесілігін нақтылау мақсатында молекулалық-генетикалық идентификация ПТР әдісімен жүргізілді. ПТР талдау нәтижелері бойынша бөлініп алынған барлық үш өсіндінің Streptococcus equi түріне жататыны расталды.
3.1.1 Бөлініп алынған Streptococcus equi өсінділерінің антибиотикке сезімталдығын зерттеу нәтижелері
Бөлініп алынған Streptococcus equi өсінділерінің әртүрлі антимикробтық препараттарға сезімталдығы классикалық агардағы диск-диффузиялық әдіс арқылы анықталды. Зерттеу барысында ветеринариялық практикада жиі қолданылатын антибиотиктердің бірнеше фармакологиялық тобы қамтылды, бұл қоздырушының антибиотикке сезімталдық профилін кешенді түрде бағалауға мүмкіндік берді.
Антибиотиктерге сезімталдықты анықтау кезінде стандартталған әдістемелік талаптар сақталды: зерттелетін өсінділердің тәуліктік таза өсінді пайдаланылып, тығыздығы Мак-Фарланд шкаласына сәйкестендірілді. Антимикробтық дискілер қоректік орта бетіне біркелкі орналастырылып, өсінділер 37 °C температурада 18–24 сағат бойы инкубацияланды. Инкубациядан кейін антибиотик дискілерінің айналасындағы өсу тежелу аймақтарының диаметрі өлшеніп, алынған нәтижелер бойынша өсінділердің сезімталдығы, аралық сезімталдығы немесе резистенттілігі бағаланды.
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Сурет 2 – Streptococcus equi өсінділерінің антимикробтық препараттарға сезімталдығын диск-диффузиялық әдіспен анықтау, а) – Streptococcus equi –І (Еңбекшіқазақ); б) – Streptococcus equi –ІІ (Талғар); в) – Streptococcus equi – ІІІ (Ұзынағаш)

Антибиотикке сезімталдықты зерттеу нәтижелері 2-суретте ұсынылған. Суретте әртүрлі аудандардан (Еңбекшіқазақ, Талғар және Ұзынағаш) бөлініп алынған Streptococcus equi өсінділерінің антимикробтық препараттарға сезімталдығы көрсетілген.
2-суретте көрсетілгендей, бөлініп алынған Streptococcus equi өсінділері антимикробтық препараттарға әртүрлі сезімталдық көрсетті. Барлық штамдарда бета-лактамды антибиотиктерге (пенициллин тобы) жоғары сезімталдық сақталғаны анықталды. Сульфаниламидтерге қатысты тұрақты резистенттілік тіркелді. Линкозамидтер тобына сезімталдық тек жекелеген өсінділерде байқалды. Цефалоспориндерге сезімталдық біркелкі емес болып, пенициллиндерге қарағанда төмен деңгейде болды. Тетрациклиндерге орташа сезімталдық деңгейі анықталды.
Алынған деректер зерттелген Streptococcus equi өсінділері арасында антибиотиктерге сезімталдық деңгейінің біркелкі еместігін көрсетті. Бұл жағдай сақау қоздырушысында табиғи және жүре пайда болған резистенттілік механизмдерінің қалыптасу мүмкіндігін айғақтайды және ауруды емдеуде антибактериалдық препараттарды таңдаудың маңыздылығын көрсетеді. Аталған нәтижелер сақау терапиясында антибиотиктерді шектеулі әрі негізделген түрде қолдану қажеттігін дәлелдей отырып, баламалы емдік тәсілдерді, соның ішінде фагпен емдеуді қолданудың өзектілігін арттырады.

3.2 Streptococcus equi патогенді штаммына тән бактериофагтарды бөліп алу және индикациялау нәтижелері
Зерттеу жұмысының келесі кезеңінде жылқы сақау ауруының қоздырушысы Streptococcus equi-ге қатысты айқын литикалық белсенділік көрсететін бактериофагтарды табиғи ортадан бөліп алу және оларды индикациялау жүргізілді. Бұл кезеңнің негізгі мақсаты – патогенді Streptococcus equi штаммдарына жоғары телімділік танытатын фаг изоляттарын анықтау және олардың литикалық қасиеттерін бастапқы деңгейде бағалау болды.
Бактериофагтарды бөліп алу үшін табиғи резервуарлар ретінде қарастырылатын қоршаған ортаның әртүрлі объектілерінен алынған үлгілер, сондай-ақ сақау клиникалық белгілері тіркелген жылқылардан алынған биологиялық материалдар пайдаланылды. Атап айтқанда, зерттеуге топырақ, мал қиы, жем-шөп қалдықтары, суаттардан алынған су үлгілері және мұрын-жұтқыншақ жағындылары енгізілді. Бұл нысандар Streptococcus equi сақталып, таралуы ықтимал табиғи орта ретінде қарастырылып, фагтардың табиғи таралу аясын қамтуға мүмкіндік берді.
Алынған үлгілер Streptococcus equi индикаторлық өсінділерін пайдалана отырып зерттелді. Фагтардың бар-жоғы және олардың литикалық белсенділігі алдын ала индикациялау әдістері арқылы бағаланды. Индикациялау барысында фагтардың бактериялық «газон» бетінде лизис ошақтарын түзу қабілетіне ерекше назар аударылды, бұл Streptococcus equi-ге телімді литикалық әсердің негізгі көрсеткіші ретінде қарастырылды. Бактериофагтарды бөліп алу және индикациялау кезеңдері 3-суретте көрсетілген.

	[image: D:\Новый раб.стол\2022 ГОД\Mакпал\ДОКТОРАНТУРА 2021 г\НАУЧНАЯ практика\1645970706459.jpg]                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
	[image: D:\Новый раб.стол\2022 ГОД\Mакпал\ДОКТОРАНТУРА 2021 г\НАУЧНАЯ практика\1645970706553.jpg]

	а
	б

	[image: DSCN1991]
	[image: DSCN1927]

	в
	г



а, б – қоректік ортаға егу; в – Отто әдісі; г – Грациа әдісі

Сурет 3 – Бактериофаг бөліп алу үрдісі

3-суретте үлгілерді өңдеу, индикаторлық өсіндіге егу, сондай-ақ лизис аймақтарының қалыптасуы арқылы фаг белсенділігін анықтау сатылары көрсетілген. Алынған нәтижелер Streptococcus equi қоздырушысына қатысты литикалық әсер көрсететін бірнеше бактериофаг изоляттарының бар екенін растады және оларды кейінгі тереңдетілген биологиялық, физика-химиялық және молекулалық-генетикалық зерттеулерге іріктеуге негіз болды.
3.2.1 Бөлінген бактериофагтардың Streptococcus equi штамына қатысты литикалық қасиеттері
Бөлініп алынған бактериофагтардың Streptococcus equi өсінділеріне қатысты литикалық қасиеттері in vitro жағдайында зерттелді. Зерттеу барысында фагтардың телімділігі мен литикалық белсенділігі Отто, Аппельман және Грациа әдістері арқылы бағаланды.
Барлық зерттелген фаг изоляттары индикаторлық Streptococcus equi өсінділерінің бетінде айқын лизис аймақтарын түзді. Грациа әдісі бойынша агар қабатында мөлдір, шекарасы анық теріс колониялардың қалыптасуы фагтардың белсенді репликациялану қабілетін және бактериялық жасушалардың толық лизисін қамтамасыз ететінін көрсетті. Отто әдісімен алынған нәтижелер де осы деректерді растады. Бөлінген бактериофагтардың литикалық белсенділігінің көрінісі 4-суретте берілген.

	[image: ]

	а
	б
	в



а, б – Грациа әдісі; в – Отто әдісі

Сурет 4 – Streptococcus equi-ге телімді бактериофагтардың литикалық белсенділігі

4-суретте көрсетілгендей, өңделген материалдарды бактериологиялық талдау нәтижесінде Streptococcus equi қоздырушысына қатысты литикалық белсенділігі жоғары бірнеше бактериофаг бөлініп алынды. Бөлінген фагтардың негізгі сипаттамалары және оларды бөлу көздері 3-кестеде келтірілген.

Кесте 3 – Алматы облысы шаруашылықтары үлгілерінен бөлінген бактериофагтар

	Бактериофагтар
	Фагтарды бөлу көздері
	Теріс колониялар сипаттамасы

	Streptococcus equi фаг №1
	Мұрын қуысының жағындысы 
	2,5 ±0,5 мм, мөлдір

	Streptococcus equi фаг № 5
	Ат қорадан алынған қи
	3,0 ±0,5 мм,  мөлдір

	Streptococcus equi фаг № 6
	Ат қорадан алынған қи
	3,5 ±0,5 мм,  мөлдір

	Streptococcus equi фаг №10
	Ат қорадағы топырақ
	2,5 ±0,5 мм, мөлдір

	Streptococcus equi фаг №11
	Ат қорадағы топырақ
	0,5±0,5 мм, ұсақ, мөлдір

	Streptococcus equi фаг №16
	Жылқы астауының суы
	4,0±0,5 мм, мөлдір



3-кестеде көрсетілгендей, қоршаған орта объектілері мен клиникалық материалдардан барлығы алты Streptococcus equi-ге телімді бактериофаг бөліп алынды. Теріс колониялардың мөлшері мен морфологиялық ерекшеліктері фаг изоляттарының литикалық белсенділігі әртүрлі деңгейде екенін көрсетті.
3.2.1.1 Бөлінген бактериофагтардың Streptococcus equi өсінділеріне телімділігі
Бөлініп алынған бактериофагтардың Streptococcus equi қоздырушысына қатысты телімділігі in vitro жағдайда Отто әдісі арқылы бағаланды. Зерттеуге Алматы облысының әртүрлі аймақтарынан бөлініп алынған Streptococcus equi үш өсіндісі (Еңбекшіқазақ, Талғар және Ұзынағаш) пайдаланылды.
Отто әдісі бойынша жүргізілген зерттеулер нәтижесінде барлық зерттелген бактериофагтар (Streptococcus equi фаг №1, №5, №6, №10, №11 және №16) үш өсіндіге де қатысты тұрақты және айқын лизис аймақтарын қалыптастырды. Бұл деректер бөлінген фагтардың Streptococcus equi қоздырушысына жоғары дәрежеде телімді екенін көрсетті.
Теріс бақылау ретінде пайдаланылған Staphylococcus aureus және Escherichia coli өсінділерінде лизис белгілері тіркелмеді, бұл зерттелген фагтардың бөтен бактериялық түрлерге қатысты телімсіздігін және жоғары спецификалылығын растады (4-кесте).

Кесте 4 – Бөлінген бактериофагтардың Streptococcus equi өсінділеріне телімділігі

	Бөліп алынған өсінділер
	Бөліп алынған бактериофагтар

	
	Str.equi фаг №1
	Str.equi фаг №5
	Str. equi фаг №6
	Str. equi фаг № 10
	Str. equi фаг № 11
	Str. equi фаг № 16

	Streptococcus equi №1 (Еңбекшіқазақ)
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Streptococcus equi №2 (Талғар)
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Streptococcus equi №3 (Ұзынағаш)
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Staphylococcus aureus
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Escherichia coli
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Ескертпе – «+» – телімді;  «–» – телімсіз



4-кестеде келтірілген нәтижелерге сәйкес, зерттелген барлық бактериофагтар тек Streptococcus equi түріне қатысты айқын телімділік көрсетті. Бұл қасиет оларды әрі қарай фагтық биопрепарат құрастыру үшін перспективалы кандидаттар ретінде қарастыруға мүмкіндік берді.
3.2.1.2 Бөлінген бактериофагтардың литикалық белсенділігі
Бактериофагтардың литикалық белсенділік деңгейі Аппельман және Грациа әдістері арқылы сандық тұрғыдан бағаланды. Аппельман әдісі бойынша соңғы лизис байқалған сұйылту дәрежелері фагтардың салыстырмалы биологиялық белсенділігінің көрсеткіші ретінде пайдаланылды, ал Грациа әдісі арқылы анықталған титр мәндері (PFU/мл) олардың абсолюттік литикалық белсенділігін сипаттады.
Жүргізілген талдау нәтижесінде барлық зерттелген бактериофагтардың Streptococcus equi қоздырушысына қатысты жоғары литикалық белсенділік көрсететіні анықталды. Сонымен қатар жеке фаг изоляттары арасында белсенділік деңгейінің айырмашылықтары байқалды, бұл әрі қарай биопрепарат құрастыру үшін ең тиімді кандидаттарды іріктеуге мүмкіндік берді. Алынған нәтижелер 5-кестеде көрсетілген.

Кесте 5 – Streptococcus equi фагтарының Аппельман және Грациа әдістері бойынша литикалық белсенділігі

	Бактериофагтар
	Аппелман әдісі
	Грациа әдісі

	Streptococcus equi фаг № 1
	10–8
	9,0 х 109

	Streptococcus equi фаг № 5
	10–5
	4,2 х 106

	Streptococcus equi фаг № 6
	10–5
	5,8 х 106

	Streptococcus equi фаг № 10
	10–7
	2,1 х 108

	Streptococcus equi фаг № 11
	10–5
	3,8 х 107

	Streptococcus equi фаг № 16
	10–8
	4,0 х 107



5-кестеде келтірілген деректер бойынша, барлық зерттелген бактериофагтар Streptococcus equi-ге қатысты жоғары литикалық белсенділік көрсетті. Аппельман әдісі бойынша соңғы лизис байқалған сұйылту дәрежелері 10-4–10-8 аралығында тіркелді. Грациа әдісі бойынша фаг титрі 1 мл сүзіндіде 106–109 PFU/мл аралығында болды.
Ең жоғары литикалық белсенділік Streptococcus equi фаг №1-де анықталды, оның титрі 9,0 х 109 PFU/мл құрады. Бұл көрсеткіш аталған фагтың зерттелген изоляттар арасындағы ең перспективалы кандидат екенін көрсетті.
3.2.1.3 Бөлінген бактериофагтардың физика-химиялық тұрақтылығы
Бөлінген бактериофагтардың физика-химиялық тұрақтылығын бағалау мақсатында олардың хлороформ әсеріне және әртүрлі температуралық режимдерге төзімділігі зерттелді. Аталған факторлар бактериофагтардың құрылымдық тұрақтылығын және өндірістік-технологиялық өңдеу барысында белсенділігін сақтау қабілетін сипаттайтын маңызды көрсеткіштер болып табылады. Зерттеу нәтижелері 6-кестеде келтірілген.
6-кестеде көрсетілгендей, хлороформмен өңдеу нәтижесінде зерттелген бактериофагтардың басым бөлігінде литикалық белсенділіктің белгілі бір дәрежеде сақталуы тіркелді. Атап айтқанда, Streptococcus equi фаг №1 және Streptococcus equi фаг №16 хлороформ әсеріне салыстырмалы түрде жоғары төзімділік көрсетті, бұл олардың құрылымдық компоненттерінің органикалық еріткіштерге тұрақтылығын айқындайды. Ал Streptococcus equi фаг №5, №6, №10 және №11 изоляттарында фаг титрінің едәуір төмендеуі байқалды, бұл аталған фагтардың хлороформға сезімтал екенін көрсетті.
Кесте 6 – Хлороформ және температуралық әсерлердің бактериофаг титріне ықпалы

	Бактериофаг атауы
	Фаг титрі, PFU/мл

	
	хлороформ
	+ 60 °С
	+ 70 °С
	– 20 °С

	Streptococcus equi фаг №1
	8,2 х 108
	5,0 х 107
	0
	0,5 х 108

	Streptococcus equi фаг № 5
	5,9 х 105
	1,5 х 101
	0
	4,2 х 106

	Streptococcus equi фаг № 6
	4,8 х 104
	7,2 х 103
	0
	5,8 х 105

	Streptococcus equi фаг № 10
	5,0 х 107
	0,5 х 101
	0
	2,1 х 108

	Streptococcus equi фаг № 11
	4,0 х 106
	0,72 х 102
	0
	3,8 х 105

	Streptococcus equi фаг № 16
	8,7 х 106
	4,3 х 104
	0
	4,1 х 106



Температуралық әсерді бағалау барысында +60 °C температурада 30 минуттық экспозициядан кейін барлық зерттелген бактериофагтардың титрінің айтарлықтай төмендеуі тіркелді, алайда термосезімталдық деңгейі фагтар арасында біркелкі болмады. Streptococcus equi фаг №5, №6, №10 және №11 изоляттарында белсенділіктің айқын төмендеуі байқалса, Streptococcus equi фаг №1 және Streptococcus equi фаг №16 осы температуралық режимде салыстырмалы түрде жоғары термостабильділік көрсетті.
Зерттеу нәтижелері бойынша, +70 °C температурада 30 минут бойы өңдеу барлық бактериофагтардың литикалық белсенділігінің толық жойылуына әкелді. Ал төмен температурада (–20 °C) сақтау жағдайында фагтардың белсенділігі анағұрлым жақсы сақталды: титрдің төмендеуі, әдетте, бастапқы деңгеймен салыстырғанда 1–2 log10-тан аспады. Бұл деректер төмен температуралық режимдердің бактериофагтарды сақтау үшін қолайлы екенін көрсетеді.
Осылайша, жүргізілген зерттеулер нәтижесінде бөлініп алынған бактериофагтардың Streptococcus equi қоздырушысына қатысты жоғары телімділікке және айқын литикалық белсенділікке ие екені анықталды. Зерттелген фаг изоляттарының ішінде Streptococcus equi фаг №1 литикалық белсенділігі мен физика-химиялық тұрақтылығы бойынша ең перспективалы кандидат ретінде ерекшеленді. Бұл оны кейінгі морфологиялық, молекулалық-генетикалық және биотехнологиялық зерттеулер үшін негізгі нысан ретінде таңдауға негіз болды.
3.2.2 Streptococcus equi бактериофагтарының вириондық құрылымын электрондық микроскопиялық зерттеу нәтижелері
Бөлініп алынған Streptococcus equi-ге телімді бактериофагтардың морфологиялық және құрылымдық ерекшеліктері электрондық микроскопиялық зерттеу арқылы анықталды. Электрондық микроскопия нәтижелері зерттелген бактериофагтардың морфологиясында жекелеген айырмашылықтар бар екенін көрсетті, алайда олардың барлығына ортақ негізгі құрылымдық белгілер сақталғаны анықталды.
Зерттеу барысында барлық бактериофаг бөлшектерінің изометриялық пішінді капсидке, иілгіш әрі жиырылмайтын құйрыққа, айқын байқалатын базальды пластинаға және бір фибриллаға ие екендігі анықталды. Фаг бөлшектерінің басы мен құйрығы құрылымдық кешен арқылы өзара байланысқан, бұл олардың вириондық құрылымының тұтастығын қамтамасыз ететін маңызды морфологиялық белгі болып табылады.
Алынған морфологиялық деректер зерттелген бактериофагтардың Siphoviridae тобына тән морфотипке жататынын көрсетті. Капсид пен құйрық құрылымдарының айқын ажыратылуы, сондай-ақ базальды пластина мен фибрилланың болуы осы морфотипке тән белгілермен сәйкес келді. Бактериофагтардың электрондық микроскоп арқылы алынған бейнелері 5-суретте көрсетілген.
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а – Str. equi фаг №1; б – Str. equi фаг №5; в – Str. equi фаг №6; г – Str. equi фаг №10; д – Str. equi фаг №11; е – Str. equi фаг №16

Сурет 5 – Streptococcus equi бактериофагтарының электрондық микроскопиялық көрінісі

5-суретте көрсетілгендей, фотонегативтердегі өлшеу шкаласы бойынша жүргізілген морфометриялық талдау нәтижесінде фаг бөлшектерінің өлшемдерінде айырмашылықтар байқалды. Атап айтқанда, Streptococcus equi фаг №1 және Streptococcus equi фаг №6 вириондарының диаметрі 3–4 нм аралығында анықталды. Streptococcus equi фаг №5, Streptococcus equi фаг №10 және Streptococcus equi фаг №16 вириондарының диаметрі 1–4 нм аралығында сипатталды, ал Streptococcus equi фаг №11 вириондары салыстырмалы түрде кіші болып, шамамен 1,5 нм диаметрмен ерекшеленді.
Жүргізілген электрондық микроскопиялық зерттеу нәтижелері бөлініп алынған бактериофагтардың құрылымдық тұтастығын, морфологиялық тұрақтылығын және Streptococcus equi қоздырушысына тән фагтарға сәйкес келетін морфотипке жататынын растады.
Фагтық биопрепаратты әзірлеудің келесі кезеңдері үшін Streptococcus equi фаг №1 таңдап алынды. Бұл таңдау оның жоғары литикалық белсенділік көрсетуімен (9,0 х 109 PFU/мл), салыстырмалы түрде жоғары физика-химиялық тұрақтылығымен және электрондық микроскопия барысында құрылымдық элементтерінің айқын әрі жақсы сақталуымен негізделді.
3.2.3 Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының кинетикалық параметрлерін зерттеу нәтижелері
Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының биологиялық белсенділігін және оны сақау ауруын емдеуде қолдану мүмкіндігін ғылыми тұрғыдан негіздеу мақсатында фагтың Streptococcus equi қоздырушысымен өзара әрекеттесуінің негізгі кинетикалық параметрлері зерттелді. Атап айтқанда, фаг бөлшектерінің Streptococcus equi жасушаларына адсорбциялану жылдамдығы, сондай-ақ бірсатылы өсу қисығының негізгі көрсеткіштері: латентті кезеңнің ұзақтығы, жетілген вириондардың бөлініп шығу басталу уақыты және фагтық шығым мөлшері анықталды.
Аталған параметрлер фаг пен сезімтал бактериялық популяция арасындағы ерте өзара әрекеттесу сатыларын сипаттайды және зерттеліп отырған бактериофагтың литикалық табиғатын функционалдық тұрғыдан бағалауға мүмкіндік береді.
3.2.3.1 Streptococcus equi фаг №1-дің Streptococcus equi жасушаларына адсорбция кинетикасы
Зерттеудің бірінші кезеңінде Streptococcus equi фаг №1 бөлшектерінің Streptococcus equi сезімтал жасушаларымен байланысу, яғни адсорбция динамикасы зерттелді. Стандартталған тәжірибелік жағдайларда фаг бактериалды суспензияға енгізіліп, белгілі уақыт аралықтарында сынамалар алынды. Әрбір уақыт нүктесінде ортада еркін күйде қалған, яғни бактериялық жасушалармен байланыспаған фаг бөлшектерінің үлесі анықталды.
Алынған нәтижелер адсорбция үдерісінің өте жылдам әрі тиімді жүретінін көрсетті. Жартылай адсорбция уақыты, яғни бастапқы фаг мөлшерінің шамамен 50 %-ы еркін күйде қалған сәт, орта есеппен 1 минутты құрады. Инкубацияның 3–5 минутында ортада еркін қалған вириондар үлесі 10 %-дан төмендеді. Ал 10-шы минутқа қарай бұл көрсеткіш 2–3 % деңгейінде тұрақтанып, фаг бөлшектерінің басым көпшілігінің бактериялық жасушаларға адсорбцияланғанын көрсетті.
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Сурет 6 – Бактериофагтың Streptococcus equi жасушаларына адсорбция кинетикасы

6-суретте фаг бөлшектерінің еркін фракциясының алғашқы 1–5 минут ішінде күрт төмендеп, кейіннен плато деңгейіне тұрақтанатыны көрсетілген.
Мұндай адсорбциялық сипаттамалар зерттеліп отырған бактериофагтың Streptococcus equi жасуша қабырғасының рецепторларымен жоғары байланысу қабілетіне ие екенін және фаг пен бактерия арасындағы бастапқы өзара әрекеттесудің өте тиімді жүретінін көрсетеді. Бұл қасиет фаг инфекциялық ошаққа, атап айтқанда жоғарғы тыныс алу жолдарының шырышты қабатына енгізілген жағдайда, патогенмен қысқа уақыт ішінде байланысып, бактериялық жүктемені ерте кезеңде төмендету үшін маңызды биологиялық алғышарт болып табылады.
Келесі кезеңде фагтың жасуша ішінде көбеюі және жаңа вириондардың түзілуі бірсатылы өсу қисығы арқылы бағаланды.
3.2.3.2 Streptococcus equi фаг №1-дің бірсатылы өсу қисығы
Зерттеудің екінші кезеңінде адсорбция үдерісі аяқталғаннан кейін бактериофаг бөлшектерінің жасуша ішінде көбеюі және жаңа вириондардың жинақталу динамикасы бірсатылы өсу қисығы арқылы зерттелді. Адсорбция кезеңі аяқталған соң ортадағы еркін фаг бөлшектері аластатылып, кейін суспензиядағы жалпы фаг титрінің уақыт бойынша өзгерісі тіркелді.
Алынған деректер фагтық циклдің айқын сатылылығын көрсетті. Латентті кезеңнің ұзақтығы шамамен 30 минутты құрады. Бұл уақыт аралығында ортада жетілген вириондар санының артуы байқалмады, яғни аталған кезең фаг геномының бактериялық жасушаға енуі, фагтық нуклеин қышқылының репликациясы және жаңа фаг бөлшектерінің жинақталуымен сипатталды.
Белсенді бөлініп шығу фазасы шамамен 30-шы минуттан кейін басталып, фаг титрінің күрт өсуімен сипатталды. 60-шы минутқа қарай суспензиядағы фаг концентрациясы шамамен 103-тен 106 PFU/мл деңгейіне дейін артты. Бұл Streptococcus equi жасушаларының жаппай лизисі нәтижесінде жетілген вириондардың сыртқы ортаға босап шығуымен түсіндіріледі.
Фагтық шығым, яғни бір инфицирленген бактериялық жасушадан түзілетін жетілген фаг бөлшектерінің саны, орта есеппен 10³ вирионды құрады. Бұл көрсеткіш бактериофаг Streptococcus equi фаг №1-дің Streptococcus equi жасушаларында жоғары репродуктивтік белсенділікке ие екенін көрсетеді.
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Сурет 7 – Streptococcus equi фаг №1-дің бірсатылы өсу қисығы

7-суретте көрсетілгендей, бірсатылы өсу қисығы шамамен 30 минутқа созылатын латентті кезеңді айқын көрсетеді, осы уақыт аралығында ортада бос вириондар саны артпайды. 30 минуттан кейін фаг титрінің күрт жоғарылауы байқалып, бұл фаг бөлшектерінің жаппай босап шығу фазасына сәйкес келеді.
Қысқа латентті кезең мен жоғары фагтық шығым зерттелген бактериофагтың айқын литикалық табиғатын дәлелдейді. Яғни, фаг бактериялық жасушаға адсорбцияланғаннан кейін салыстырмалы түрде қысқа уақыт ішінде жасушаның лизисін туындатып, көп мөлшерде жаңа вириондардың түзілуіне алып келеді.
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде зерттелген бактериофагтың қысқа латентті кезеңі мен жоғары фагтық шығымы оның айқын литикалық белсенділігін көрсететіні анықталды. Фаг бактериялық жасушаға адсорбцияланғаннан кейін қысқа уақыт ішінде жасуша лизисін туындатып, нәтижесінде көп мөлшерде жаңа вириондардың түзілуі байқалады. Аталған биологиялық қасиеттер зерттелген бактериофагты жылқы сақауын емдеуде перспективалы биологиялық агент ретінде қарастыруға мүмкіндік береді.
3.2.4 Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының протеомдық талдау нәтижелері
Бактериофагтың ақуыздық құрамы Лэммли әдісі бойынша зерттелді. Алынған ақуыздық спектрлер in silico салыстыру мақсатында NCBI дерекқорларында тіркелген Streptococcus equi-ге телімді ұқсас бактериофагтардың протеомдық деректерімен сәйкестендірілді. Сонымен қатар Streptococcus equi фаг №1 бактериофагында ықтимал вируленттік детерминанттардың болуын бағалау үшін биоинформатикалық талдау жүргізілді. Бұл тәсіл бактериофагтың биологиялық қауіпсіздігін және терапиялық қолдануға жарамдылығын молекулалық деңгейде бағалауға мүмкіндік берді.
3.2.4.1 Протеомдық талдауға арналған фаг үлгісін дайындау және тазарту тәсілдерін іріктеу
Протеомдық талдаудың сапасы фаг суспензиясының балластық ақуыздардан тазартылу деңгейіне тікелей тәуелді болғандықтан, зерттеудің бастапқы кезеңінде Streptococcus equi фаг №1 үшін тиімді шоғырландыру және тазарту тәсілдері іріктелді. Қолжетімділік, технологиялық қарапайымдылық және өнім шығымы тұрғысынан градиенттік центрифугалау мен ультрасүзгілеу әдістері таңдап алынды.
Салыстырмалы талдау нәтижесінде фагты протеомдық зерттеуге дайындау үшін сахароза және цезий хлориді (CsCl) градиенттерінде центрифугалау, ультрасүзгілеу және кейінгі лиофилизация тәсілдері қолданылды. Таңдалған әдістер фаг бөлшектерін тиімді шоғырландырып, бөгде ақуыздық қоспалардың үлесін азайтуға мүмкіндік берді.
3.2.4.2 Сахароза градиенті арқылы тазартылған үлгінің протеомдық сипаттамасы
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а – бактериофагты сахароза градиентінде тазарту;
б – Streptococcus equi фаг №1  протеомының электрофореграммасы

Сурет 8 – Бактериофагты сахароза градиентінде тазарту және Streptococcus equi фаг №1 протеомының электрофореграммасы
8-суретте көрсетілгендей, сахароза градиентінде центрифугалау 14 000 айн/мин жылдамдықта 20 сағат бойы жүргізілді. Центрифугалау нәтижесінде 20% және 30% сахароза қабаттарының шекарасында бактериофаг бөлшектері жинақталған мөлдір аймақ айқын визуализацияланды, ал балластық ақуыздар негізінен 10 % сахароза қабатында шоғырланды. Кейінгі протеомдық талдау үшін фаг бөлшектері бар аликвоталар іріктеліп алынды.
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Сурет 9 – Сахароза градиенті арқылы тазартылған Streptococcus equi фаг №1 үлгісін талдауда пайдаланылған молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы

9-суретте көрсетілген молекулалық салмақ маркері ақуыз жолақтарының миграциясын салыстыруға және зерттеліп отырған фаг ақуыздарының молекулалық массаларын дәл анықтауға мүмкіндік берді. Электрофореграмма деректері негізінде Streptococcus equi фаг №1 ақуыздарының молекулалық массаларын есептеу үшін калибрлеу жүргізілді.
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Сурет 10 – Сахароза градиенті арқылы тазартылған Streptococcus equi фаг №1 ақуыздарының молекулалық массалық сипаттамасы

10-суретте келтірілген деректерге сәйкес, сахароза градиентін қолдану нәтижесінде Streptococcus equi фаг №1 үлгісінің ақуыздық құрамы SDS-PAGE әдісімен талданды. Зерттеу барысында молекулалық массалары шамамен 17, 19, 25, 26, 30, 34 және 40 кДа болатын жеті негізгі капсидтік ақуыз анықталды.
Молекулалық салмақ маркері бойынша жүргізілген калибрлеу ақуыз жолақтарының молекулалық массаларын нақтылауға мүмкіндік берді. Алынған нәтижелер сахароза градиентінің бактериофаг бөлшектерін балластық қоспалардан тиімді тазартуға және нуклеокапсидке тән негізгі құрылымдық ақуыздарды айқындауға мүмкіндік беретінін көрсетті.
3.2.4.3 Цезий хлориді (CsCl) градиенті арқылы тазартылған үлгінің протеомдық сипаттамасы
Келесі кезеңде зерттеліп отырған бактериофагтың протеомдық құрамы цезий хлориді (CsCl) градиентін қолдану арқылы талданды.
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Сурет 11 – Streptococcus equi фаг №1 бактериофагын цезий хлориді градиентінде шоғырландыру және тазарту көрінісі

Сурет 11-де көрсетілгендей, CsCl градиентінде ұзақ мерзімді ультрацентрифугалау нәтижесінде Streptococcus equi фаг №1 бөлшектері айқын оптикалық шекара түзді. Бұл шекара фаг бөлшектерінің тығыздық градиентінің белгілі бір аймағында шоғырланғанын көрсетеді, яғни олардың жоғары дәрежеде концентрленгенін және бөгде балластық ақуыздар мен жасушалық қалдықтардан тиімді тазартылғанын дәлелдейді.
CsCl градиентін қолдану фаг бөлшектерін физика-химиялық қасиеттеріне, нақтырақ айтқанда тығыздығына қарай бөлуге мүмкіндік берді. Нәтижесінде фагтың нуклеокапсидтік құрылымдарына тән ақуыздар балластық қоспалардан ажыратылып, протеомдық талдауға жарамды жоғары тазалықтағы фракциялар алынды.
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Сурет 12 – CsCl градиенті арқылы тазартылған Streptococcus equi фаг №1 үлгісін талдауда пайдаланылған молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы

12-суретте Streptococcus equi фаг №1 протеомын CsCl градиенті арқылы тазартудан кейін алынған үлгілерге жүргізілген SDS-PAGE талдау барысында пайдаланылған молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы көрсетілген. Ал 13-суретте осы маркер негізінде құрылған калибрлеу қисығы берілген.
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Сурет 13 – Streptococcus equi фаг №1 протеомын CsCl градиенті арқылы талдауға арналған молекулалық салмақ маркерінің калибрлеу қисығы

13-суреттерде көрсетілгендей, Streptococcus equi фаг №1 үлгісі цезий хлориді градиенті арқылы шоғырландырылып, алынған фракциялар SDS-PAGE әдісімен талданды. Электрофорез нәтижелерін сандық интерпретациялау үшін молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы негізінде калибрлеу жүргізіліп, ақуыздардың молекулалық массаларын есептеуге арналған калибрлеу қисығы түзілді.
Электрофореграмма деректерін талдау нәтижесінде молекулалық массалары шамамен 20, 30, 34 және 40 кДа болатын төрт капсидтік ақуыз тіркелді. Бұл нәтижелер CsCl градиентін қолдану фагтық бөлшектерді тиімді шоғырландырып, балластық қоспалардың үлесін азайту арқылы бактериофагтың негізгі құрылымдық ақуыздарын сенімді айқындауға мүмкіндік беретінін көрсетті.
3.2.4.4 Ультрасүзгілеу және лиофилизация арқылы алынған үлгінің протеомдық сипаттамасы
Келесі кезеңде Streptococcus equi фаг №1 протеомдық құрамы ультрасүзгілеу және лиофилизация әдістерін қолдану арқылы зерттелді.
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Сурет 14 – Ультрасүзгілеу арқылы алынған Streptococcus equi фаг №1 үлгісін талдауда пайдаланылған молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы

Сурет 14-те ультрасүзгілеуден кейін алынған фаг үлгісіне жүргізілген SDS-PAGE талдауда пайдаланылған молекулалық салмақ маркерінің электрофореграммасы көрсетілген, ал 15-суретте осы маркерге негізделген калибрлеу қисығы берілген.
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Сурет 15 – Ультрасүзгілеу нәтижесінде алынған Streptococcus equi фаг №1 протеомын талдауға арналған молекулалық салмақтың калибрлеу қисығы

15-суреттерде көрсетілгендей, ультрасүзгілеу әдісін қолдану нәтижесінде молекулалық массалары 7, 8, 9, 10, 12, 13, 17, 22, 25, 27, 32, 36, 43, 46, 55, 63 және 74 кДа болатын 17 ақуыздық жолақ анықталды. Бұл әдіс фаг үлгісіндегі төмен және жоғары молекулалық массалы ақуыздардың кең спектрін сақтай отырып шоғырландыруға мүмкіндік бергенімен, балластық ақуыздардың үлесі салыстырмалы түрде жоғары болды.
3.2.4.5 Тазарту әдістерін салыстырмалы бағалау
Фаг протеомын зерттеу барысында қолданылған тазарту және шоғырландыру әдістерінің салыстырмалы талдауы төмендегідей нәтижелер көрсетті: цезий хлориді (CsCl) градиенті арқылы молекулалық массалары 20, 30, 34 және 40 кДа болатын 4 капсидтік ақуыз анықталды; сахароза градиенті арқылы молекулалық массалары 17, 19, 25, 26, 30, 34 және 40 кДа болатын 7 капсидтік ақуыз тіркелді; ультрасүзгілеу әдісі арқылы 7–74 кДа аралығындағы 17 ақуыздық жолақ анықталды.
3.2.4.6 Гиалуронидазаға ұқсас ақуыздық жолақты интерпретациялау
Зерттеу барысында сыртқы, яғни бактериялық гиалуронидазаның балластық қоспа ретінде толық жойылғанына қарамастан, электрофореграммада молекулалық массасы шамамен 38-40 кДа болатын гиалуронидазаға ұқсас ақуыздық жолақ тіркелді. Бұл жолақтың фаг капсидінің құрамына кіретін ішкі құрылымдық ақуыз болуы мүмкін екендігі анықталды.
Streptococcus equi қоздырушысының капсуласы қалың болғандықтан, фагтың тиімді адсорбциясы үшін капсулалық қабатты ыдырату қажет. Бұл функцияны капсидпен байланысқан гиалуронидаза атқара алады. Осыған байланысты аталған ферменттің фаг капсидінде анықталуы оның фагтың табиғи құрылымдық компоненті екенін көрсетеді. Сондықтан фагтық гиалуронидаза эукариот жасушалары үшін қауіпті вируленттік фактор ретінде қарастырылмайды және вируленттілік детерминанты ретінде жіктелмейді. Бұл нәтиже Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының биологиялық қауіпсіздігін қосымша түрде растады.
3.2.5 Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының геномдық және биоинформатикалық сипаттамасы
3.2.5.1 Геномдық ұйымдасуы және функционалдық аннотациясы
Зерттеу барысында Streptococcus equi фаг №1 бактериофагының толық геномы секвенирленіп, оның құрылымдық және функционалдық ерекшеліктері сипатталды. Геномның жалпы ұзындығы 40 535 bp, GC-құрамы 41,2 % болды. Геномдық аннотация нәтижесінде 54 ашық оқу рамкасы (ORF) анықталды. Фагтың толық геномдық реттілігі диссертациялық жұмыстың Қосымша Н бөлімінде ұсынылған. Анықталған ORF құрамында капсидтік ақуыздарды кодтайтын құрылымдық гендер, репликация үдерісіне қатысатын ферменттер, сондай-ақ гидролаза типті ақуыздар тіркелді. Бұл деректер зерттелген бактериофагтың литикалық типке жататынын көрсетті.
BLAST алгоритмі негізінде жүргізілген салыстырмалы талдау нәтижесінде фаг геномында вируленттік факторлар мен антибиотикке төзімділікке жауапты гендер анықталған жоқ, бұл оның биологиялық қауіпсіздігін растайды. Сонымен қатар геном құрамынан ұзындығы 1203 bp болатын hyaluronidase (гиалуронидаза) гені анықталды. Аталған ген Streptococcus phage T9 тобына жататын фагтармен 98 % нуклеотидтік сәйкестік көрсетті және литикалық белсенділікке қатысатын маңызды құрылымдық-функционалдық компонент ретінде бағаланды.
Hyaluronidase генінің нуклеотидтік және аминқышқылдық тізбектерін талдау нәтижелері тиісінше 7 және 8-кестелерде келтірілген.

Кесте 7 – Streptococcus equi фаг №1 құрамындағы hyaluronidase генінің нуклеотидтік тізбегі және BLAST бойынша сәйкестендіру нәтижелері

	Бактериофаг атауы
	Hyaluronidase генінің нуклеотидтік тізбегі (5′→3′)
	GenBank нөмірі
	Ұқсас штамм
	Сәйкестік, %

	Streptococcus phage BV–0002
	ATGTCAGAGACTATATCAGCTATAGTTGTGCATAAAAGCATGACAAAAAACGAGTGGGAGTCTAGTGACATCATTTTGCCACAAGGCCAGCTCGTCTATGAGTCTGACACAGGCCATAGTAAATTTGGCGACGGTAAAAATAGATATGCAGATTTGATCTATCAAGGTGGGCCACCAGGTCCCCAAGGCCCACCAGGTAAAACAGGGGAGCAGGGCCCGCCAGGCCCTGCTGGCAAGCCTGGAACGACAGATTATAATCAACTCCAAAATAAACCAAATCTAGATGCGTTTGCACAAAAAAAAGAAACTGATAGTAAAATCGCCAAATTAGTATCAAGCAAAGCAGATAAAAGCGCTGTTTACTTAAAAGCAGAGTCAAAAATAGAGCTAGACAAAAAATTGAGTTTGACAGGTGGCGTTATGACAGGCCAACTAAAATTTAAGCCAGCCGCCACTGTTGCTTATTCCTCGTCAACGGGTGGAGCGGTCAATATTGACTTGTCGTCTAGCAGAGGTGCTGGTGTTGTTGTCTATTCTAACAATGATACCAGTGATGGGCCGTTAATGAGCTTGCGGACGGGTAAAGAGACCTTCAATCAATCGGCGCTTTTTGTCGATTATAAGGGAACAACAAATGCCGTTAATATTGCGATGCGTCAGCCAACCACCCCCAATTTTTCATCGGCGCTTAATATTACTAGCGGCAATGAAAATGGTAGTGCGATGCAAATTAGAGGCGTTGAAAAAGCATTGGGAACGCTCAAAATCACGCACGAAAACCCAAACGTTAAGGCAAGTTACGATAAAAACGCTGCAGCGTTATCTATTGATATTGTCAAAAAGGCAAACGGTGTAGGAACAGCCGCTCAGGGAATCTACATTAACTCAACCTCAGGCACAACTGGTAAAATGCTCAGAATCAGAAACCTTAATGATGATAAGTTCTACGTCAAGCCTGACGGTGGTTTTTATGCCAAGGAAACTTCGCAGATTGATGGCAACCTGAAACTCAAGGATCCCATAGCGAATGATCATGCGGCAACCAAAGCTTATGTTGATGGTGAAATCAAAAAAATAAAAGCACTCTTAACGGCTAAGTAA
	OQ319049.1
	Streptococcus equi
	98


7-кестеде зерттелген Streptococcus equi фаг №1 құрамындағы hyaluronidase генінің толық нуклеотидтік тізбегі және оны BLAST алгоритмі арқылы салыстыру нәтижелері келтірілген. Талдау барысында аталған геннің GenBank халықаралық дерекқорындағы Streptococcus equi-ге қатысты тізбектермен 98 % сәйкестік көрсеткені анықталды. Бұл нәтиже зерттелген бактериофагтың Streptococcus туысына тән телімді литикалық фагтар тобына жататынын молекулалық деңгейде растады.

Кесте 8 – Streptococcus equi фаг №1 құрамындағы hyaluronidase ақуызының аминқышқылдық тізбегі және BLAST алгоритмі бойынша сәйкестендіру нәтижелері

	Бактериофаг атауы
	Hyaluronidase ақуызының аминқышқылдық тізбегі
	GenBank нөмірі
	Ұқсас штамм
	Сәйкестік, %

	Streptococcus phage BV–0002
	MSETISAIVVHKSMTKNEWESSDIILPQGQLVYESDTGHSKFGDGKNRYADLIYQGGPPGPQGPPGKTGEQGPPGPAGKPGTTDYNQLQNKPNLDAFAQKKETDSKIAKLVSSKADKSAVYLKAESKIELDKKLSLTGGVMTGQLKFKPAATVAYSSSTGGAVNIDLSSSRGAGVVVYSNNDTSDGPLMSLRTGKETFNQSALFVDYKGTTNAVNIAMRQPTTPNFSSALNITSGNENGSAMQIRGVEKALGTLKITHENPNVKASYDKNAAALSIDIVKKANGVGTAAQGIYINSTSGTTGKMLRIRNLNDDKFYVKPDGGFYAKETSQIDGNLKLKDPIANDHAATKAYVDGEIKKIKALLTAK
	OQ319049.1
	Streptococcus equi
	98



8-кестеде зерттелген Streptococcus equi фаг №1 құрамындағы hyaluronidase ақуызының аминқышқылдық тізбегі және оны BLAST алгоритмі арқылы салыстыру нәтижелері келтірілген. Талдау барысында аталған ақуыздың GenBank халықаралық дерекқорындағы Streptococcus equi-ге қатысты тізбектермен 98 % сәйкестік көрсеткені анықталды. Бұл нәтиже зерттелген бактериофаг құрамындағы hyaluronidase ақуызының Streptococcus текті фагтарға тән консервативті құрылымдық-функционалдық компонент екенін растады.
3.2.5.2 Филогенетикалық талдау және праймерлерді жобалау
Филогенетикалық талдау MEGA 11 бағдарламасында Maximum Likelihood әдісімен (Kimura 2-parameter моделі, bootstrap – 1000) жүргізілді. Алынған филогенетикалық ағаш деректері Streptococcus equi фаг №1-дің Streptococcus phage T9 кластеріне жататынын көрсетті. Бұл оның Streptococcus equi қоздырушытарына бейімделген эволюциялық топқа тиесілі екенін дәлелдейді (сурет 16).
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Сурет 16 – Streptococcus equi фаг №1-дің hyaluronidase гені бойынша құрылған филогенетикалық ағашы

Streptococcus equi-ге телімді бактериофагтарды молекулалық деңгейде идентификациялау мақсатында hyaluronidase генінің консервативті аймағына негізделген бір жұп спецификалық праймерлер жобаланды. Жобаланған праймерлердің нуклеотидтік тізбектері төмендегідей болды:
– тура праймер: 5′-GGCCAGCTCGTCTATGAGTC-3′;
– кері праймер: 5′-GCGCCGATTGATTGAAGGTC-3′.
Праймерлердің негізгі сипаттамалары 9-кестеде келтірілген.

Кесте 9 – Streptococcus equi фаг №1 hyaluronidase генінің консервативті аймағына арналған праймерлердің сипаттамасы

	Праймер
	Нуклеотидтік тізбек (5′- 3′)
	Ұзындығы, нт
	Tm, °C
	GC, %

	Тура праймер
	GGCCAGCTCGTCTATGAGTC
	20
	59,97
	60,00

	Кері праймер
	GCGCCGATTGATTGAAGGTC
	20
	59,97
	55,00

	Ескертпе – Tm – праймердің балқу температурасы; GC – гуанин мен цитозин нуклеотидтерінің пайыздық үлесі; нт – нуклеотид



9-кестеде көрсетілгендей, екі праймердің де ұзындығы 20 нуклеотидті құрады, балқу температурасы өзара бірдей болды (59,97 °C), ал GC-құрамы 55,0–60,0 % аралығында анықталды. Бұл көрсеткіштер праймерлердің ПТР барысында тұрақты және телімді байланысуына қолайлы екенін көрсетті. Праймерлердің температуралық сипаттамаларының өзара үйлесімді болуы оларды диагностикалық мақсатта бірге қолдануға мүмкіндік береді.
ПТР өнімінің күтілетін ұзындығы 523 bp болды. Праймерлерді іріктеу кезінде күйдіру температурасының оңтайлы диапазоны 57–59 °C аралығында белгіленді (сурет 17).
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Сурет 17 – Праймерлер үшін оңтайлы күйдіру температурасының параметрлері

17-суретте көрсетілгендей, праймерлер үшін күйдіру температурасының оңтайлы диапазоны 57–59 °C шегінде анықталды. Бұл температуралық режим праймерлердің матрицалық ДНҚ-мен тиімді және телімді байланысуын қамтамасыз етеді. Осыған байланысты ұсынылған праймерлер Streptococcus equi-ге телімді бактериофагтарды анықтауға арналған сенімді молекулалық құрал ретінде қарастырылды.
Анықталған hyaluronidase генінің толық ұзындығы 1203 bp құрады. Алайда молекулалық идентификация мақсатында осы геннің консервативті аймағына негізделген праймерлер жобаланып, ПТР кезінде амплификацияланатын нысаналы фрагменттің күтілетін ұзындығы 523 bp болды. Осылайша, 1203 bp көрсеткіші геннің толық ұзындығын сипаттаса, 523 bp көрсеткіші ПТР талдауында көбейтілетін оның таңдап алынған ішкі бөлігін сипаттайды. Зерттелген фагтың толық геномдық нуклеотидтік реттілігі Қосымша Н-де келтірілген.
3.2.5.3 Геномдық деректерді халықаралық базаға тіркеу және депондау
Зерттеу барысында алынған фагтың нуклеотидтік тізбегі GenBank халықаралық деректер базасына OQ319049.1 тіркеу нөмірімен енгізілді. Бұл Қазақстан аумағында бөлініп алынған Streptococcus equi фагының халықаралық деңгейде сипатталған геномдық нұсқаларының бірі болып табылады. Геномдық деректерді халықаралық дерекқорда тіркеу зерттелген фагтың ғылыми құндылығын арттырып, оны кейінгі салыстырмалы геномдық және биоинформатикалық зерттеулерде қолдануға мүмкіндік береді.
Алынған молекулалық-генетикалық деректер Streptococcus equi фаг №1-дің жоғары литикалық белсенділікке ие, вируленттік факторлардан таза және терапиялық қолдануға жарамды екенін көрсетті. Осы нәтижелер негізінде фагтың молекулалық паспорты қалыптастырылып, ол Streptococcus equi-ге телімді бактериофагтарды идентификациялау, олардың қауіпсіздігін бағалау және биопрепарат ретінде қолдану үшін ғылыми негіз болды.
Алынған ғылыми деректерге сәйкес Streptococcus equi фаг №1 бактериофагы «Bacteriophagum Streptococcus equi /НИИПББ/BV-0002» атауымен Биологиялық қауіпсіздік проблемалары ғылыми-зерттеу институтының микроағзалар коллекциясында депондалды. Депондау фактісін растайтын құжаттар мен фагтың паспорттық сипаттамасы диссертациялық жұмыстың қосымшаларында келтірілген (Қосымша А – депондалғаны туралы анықтама, Қосымша Б – бактериофаг паспорты).

3.3 Жылқы сақауын емдеуге арналған биопрепараттың зертханалық үлгісін әзірлеу
Бөлініп алынған «Bacteriophagum Streptococcus equi/НИИПББ/BV-0002» бактериофагына жүргізілген кешенді биологиялық, морфологиялық, протеомдық және молекулалық-генетикалық зерттеулер нәтижелері жылқы сақауын емдеуге арналған фагтық биопрепарат – «Streptophagum equi» препаратын әзірлеудің ғылыми-әдістемелік негізін қалады.
Алдыңғы зерттеу кезеңдерінде фагтың Streptococcus equi қоздырушысына қатысты жоғары литикалық белсенділігі, телімділігі және тұрақты биологиялық қасиеттері дәлелденді. Сонымен қатар фагтың морфологиялық құрылымы, геномдық ұйымдасуы және протеомдық құрамы жан-жақты сипатталып, оның литикалық типке жататыны анықталды.
Алынған эксперименттік деректер Streptococcus equi фагының терапиялық қолдануға жарамды екенін көрсетті. Атап айтқанда, фаг геномында вируленттік факторлар мен антибиотикке төзімділік гендерінің болмауы, сондай-ақ оның биологиялық қауіпсіздігі фагты ветеринариялық практикада қолданудың маңызды алғышарты болып табылады. Бұл көрсеткіштер фагты жылқы сақауын емдеуге арналған биопрепарат құрамына енгізуге мүмкіндік берді.
Жинақталған нәтижелерге сүйене отырып, алынған фагтық материалды тәжірибелік-өндірістік деңгейге бейімдеу міндеті қойылды. Осы мақсатта фагтық биопрепаратты алудың тоғыз негізгі технологиялық кезеңінен тұратын өндірістік процесс әзірленді. Ұсынылған технологиялық схема Streptococcus equi өндірістік өсіндісін дайындаудан бастап, бактериофагты көбейту, фаголизатты тазарту, стандарттау, стерильдеу және дайын өнімді құю сатыларын қамтыды.
Аталған технологиялық процесс фагтық биопрепараттарды өндірудің заманауи талаптарына, асептика қағидаларына және биологиялық қауіпсіздік нормаларына сәйкес құрастырылды. Әрбір кезеңде технологиялық бақылау нүктелері қарастырылып, биопрепараттың сапасын, белсенділігін және қауіпсіздігін қамтамасыз етуге бағытталған шаралар енгізілді. Ұсынылған технологиялық схема «Streptophagum equi» биопрепаратының зертханалық үлгісін тұрақты әрі қайталанымды түрде алуға мүмкіндік береді (сурет 18).
18-суретте көрсетілгендей, өндірістік процесс Streptococcus equi M-1-21/D штаммының бір тәуліктік өндірістік өсіндісін дайындаудан басталып, бактериофагты көбейту, фаголизатты тазарту, стандарттау, стерильдеу және дайын өнімді құю кезеңдерімен аяқталады. Биопрепараттың зертханалық үлгісін әзірлеу барысында технологиялық процестің барлық сатылары асептикалық жағдайда және биологиялық қауіпсіздік талаптарына қатаң сәйкес жүргізілді.
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Сурет 18 – «Streptophagum equi» биопрепаратының технологиялық сызбасы

Дайын өнімнің сапасын, тұрақтылығын және қолдануға қолайлылығын қамтамасыз ету мақсатында биопрепараттың сыртқы және ішкі қаптамасының дизайн-макеттері әзірленді (сурет 19).
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Сурет 19 – «Streptophagum equi» биопрепаратының (а) сыртқы және (б) ішкі қаптамасының дизайн-макеттері

Құю және қаптау жұмыстары II класс биологиялық қауіпсіздік шкафында (BSC-II) жүргізілді. Дайын фагтық суспензия көлемі 20 және 100 мл болатын стерильді шыны құтыларға автоматтандырылған мөлшерлеу жүйесі арқылы құйылды. Құтылар резеңке тығындармен жабылып, алюминий қалпақшалармен герметикалық түрде бекітілді.
Осылайша, жүргізілген зерттеулер нәтижесінде жылқы сақауын емдеуге арналған «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының зертханалық үлгісі әзірленіп, оны әрі қарай тәжірибелік-өндірістік және клиникалық сынақтарға ұсынудың ғылыми негізі қалыптастырылды.
3.3.1 «Streptophagum equi» биопрепаратының сапасын бақылау нәтижелері
3.3.1.1 Биопрепараттың стерильділігін бағалау
Жүргізілген микробиологиялық бақылау нәтижесінде «Streptophagum equi» биопрепаратының стерильді екені анықталды. БҰГ-агар, ет-пептонды сорпа (ЕПС), тиогликольді сорпа, Сабуро агары және Сабуро сорпасында инкубациялау барысында лайлану, тұнба немесе бөгде колониялардың түзілуі тіркелмеді. Бұл препарат құрамында бөгде микрофлораның жоқ екенін көрсетті.
3.3.1.2 Биопрепараттың литикалық белсенділігін анықтау
Дайын биопрепараттың литикалық белсенділігі Грациа және Аппельман әдістері арқылы бағаланды.
Аппельман әдісі бойынша соңғы толық лизис байқалған сұйылту деңгейі 10–8 болды. Ал Грациа әдісі бойынша 1 мл фаголизаттағы белсенді фаг бөлшектерінің титрі 4 х 109 PFU/мл деңгейінде анықталды.
3.3.1.3 Сутегі иондары концентрациясын (pH) анықтау
Фагтық биопрепараттың pH мәні зертханалық сынақтар нәтижесінде 7,2 ± 0,2 болды, бұл парентералды және жергілікті қолдануға жарамды физиологиялық диапазонға сәйкес келеді.
3.3.1.4 In vivo қауіпсіздігін бағалау
Биопрепараттың қауіпсіздігі ақ тышқандар моделінде 10 тәулік бойы бағаланды. Бақылау кезеңінде тәжірибелік және бақылау топтарындағы жануарлардың жалпы жағдайы қанағаттанарлық болды: белсенділігі сақталды, тәбеті мен мінез-құлқында патологиялық өзгерістер байқалмады. Инъекция аймағында қабыну реакциялары (гиперемия, инфильтрат) тіркелмеді.
Жануарлардың өлімі, сондай-ақ қауіпсіздікке тән клиникалық белгілер (әлсіздік, дірілдеу, тырысу, іш өту, тыныс алудың бұзылыстары) анықталған жоқ.
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Сурет 20 – «Streptophagum equi» биопрепаратының зертханалық тышқандарға енгізілуі

20-суретте «Streptophagum equi» биопрепаратының зертханалық жануарларға енгізілу үдерісі және бақылау кезеңіндегі жалпы клиникалық мониторинг көрсетілген. Суретте бейнеленген енгізу тәсілдері мен дозалау режимдері 10-кестеде келтірілген тәжірибелік топтар бойынша енгізу сызбасына сәйкес келеді.

Кесте 10 – «Streptophagum equi» биопрепаратының қауіпсіздігін бағалау мақсатында зертханалық жануарларға енгізу сызбасы

	Топ
	Енгізілген зат
	Доза және енгізу жолы

	I
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,1 мл, құрсақ ішіне

	II
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,2 мл, құрсақ ішіне

	III
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,3 мл, құрсақ ішіне

	IV (бақылау)
	0,85% физиологиялық ерітінді
	0,3 мл, құрсақ ішіне



11-кестеде «Streptophagum equi» биопрепаратының in vivo қауіпсіздігін бағалау мақсатында зертханалық жануарларға енгізу сызбасы берілген. Тәжірибелік топтарда биопрепарат 0,1–0,3 мл көлемінде құрсақ ішіне енгізілді, ал бақылау тобында физиологиялық ерітінді қолданылды. Бұл схема препараттың дозаға тәуелді қауіпсіздігін бағалауға мүмкіндік берді.
Биопрепаратты енгізгеннен кейін жануарлардың жалпы клиникалық жағдайы, мінез-құлқы және дене салмағының динамикасы бақылауға алынды. Осы көрсеткіштердің сандық нәтижелері 11-кестеде келтірілген.

Кесте 11 – «Streptophagum equi» биопрепараты енгізілген ақ тышқандардың дене салмағының динамикасы (орташа ±SE)

	Топ
	Енгізілген зат
	Доза, мл
	Бақылау басындағы салмақ, г
	14 тәулік кейінгі салмақ, г
	Салмақ өсімі, %
	Статистикалық айырмашылық (p)

	I
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,1
	19,1 ± 0,3
	20,2 ± 0,4
	5,8
	p>0,05

	II
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,2
	19,4 ± 0,2
	20,8 ± 0,3
	7,2
	p>0,05

	III
	«Streptophagum equi» биопрепараты
	0,3
	19,3 ± 0,3
	20,9 ± 0,4
	8,3
	p>0,05

	IV (бақылау)
	Физиологиялық ерітінді
	0,3
	19,2 ± 0,3
	20,5 ± 0,3
	6,7
	–



11-кесте деректеріне сәйкес, тәжірибелік топтар мен бақылау тобы арасында дене салмағының қосылуы бойынша статистикалық мәнді айырмашылық анықталған жоқ (p>0,05), бұл биопрепараттың уытты әсер көрсетпейтінін дәлелдейді. Препарат дозасы артқан сайын дене салмағы өсімінің шамалы жоғарылау үрдісі байқалды. Алайда бұл айырмашылықтар статистикалық мәнділік деңгейіне жеткен жоқ (p>0,05), сондықтан байқалған өзгерістер ағзаның физиологиялық бейімделуі шегінде бағаланды.
Алынған нәтижелер фагтық биопрепараттың жануар ағзасы үшін биологиялық тұрғыдан қауіпсіз екенін және ветеринариялық қолдануға жарамды екенін ғылыми тұрғыдан дәлелдейді.
3.3.1.5 Биопрепараттың сақтау режимі және тұрақтылығы
«Streptophagum equi» биопрепаратының сақтау режимі мен тұрақтылығын бағалау мақсатында препарат +2…+8 °C температурада 24 ай бойы бақылауда ұсталды. Бақылау нүктелері 0, 6, 12, 18 және 24 ай мерзімдерінде жүргізілді. Әрбір бақылау нүктесінде фаг титрі (Грациа әдісі бойынша), сутегі иондарының концентрациясы (pH), мөлдірлік көрсеткіші және стерильділік анықталды.




Кесте 12 – «Streptophagum equi» биопрепаратының +2…+8 °C температурада 24 ай сақталу кезіндегі көрсеткіштерінің тұрақтылығы

	Сақтау мерзімі, ай
	Фаг титрі, PFU/мл
	Белсенділік деңгейі
	pH мәні
	Мөлдірлік сипаттамасы
	Стерильділік

	0 ай
	1,0 х 109
	Толық литикалық
	7,2
	Мөлдір
	Өсу анықталмады

	6 ай
	1,0 х 109
	Жоғары
	7,1
	Мөлдір
	Өсу анықталмады

	12 ай
	3,2 х 108
	Орташа жоғары
	7,0
	Мөлдір
	Өсу анықталмады

	18 ай
	1,8х 108
	Тұрақты
	6,9
	Мөлдір
	Өсу анықталмады

	24 ай
	1,0 х 107
	Белсенді
	6,8
	Мөлдір
	Өсу анықталмады



12-кестеде келтірілген деректерге сәйкес, сақтау барысында фаг титрінің біртіндеп төмендеуі байқалды: бастапқы 1,0 х 109 PFU/мл деңгейінен 24-айдың соңында 1,0 х 107 PFU/мл деңгейіне дейін. Алайда сақтау кезеңінің барлық уақытында, соның ішінде 24-айда да, фаг титрі дайын өнім үшін белгіленген минималды талаптан (≥1,0 х 105 PFU/мл) төмендеген жоқ.
Сақтау кезеңінде pH көрсеткіші 6,8-7,2 аралығында сақталып, айқын ауытқулар тіркелмеді, ал биопрепараттың мөлдірлігі барлық бақылау нүктелерінде өзгеріссіз қалды. Стерильділік бойынша жүргізілген микробиологиялық бақылау нәтижелері сақтау мерзімі бойы бөгде микрофлораның өсуі анықталмағанын көрсетті, бұл биопрепараттың стерильділігі мен микробиологиялық тұрақтылығы сақталғанын дәлелдейді.
Осылайша, көрсетілген сақтау жағдайында «Streptophagum equi» биопрепараты негізгі сапалық көрсеткіштері бойынша ұзақ мерзімді сақтауға (24 ай) жарамды екені анықталды.
Алынған ғылыми-тәжірибелік деректер негізінде «Streptophagum equi» биопрепаратына арналған нормативтік-техникалық құжаттама әзірленді. Атап айтқанда, биопрепараттың сапа көрсеткіштері, қауіпсіздік талаптары, дайындау сатылары, сақтау және тасымалдау шарттары, сондай-ақ қолдануға қойылатын жалпы талаптар қамтылған ҰС 405-1919-04 МК-143-2023 нормативтік құжаты дайындалды (Қосымша Ж). Сонымен қатар, «Streptophagum equi» биопрепаратын дайындау және бақылау жөніндегі нұсқаулық рәсімделді (Қосымша И). Нұсқаулықта биопрепаратты дайындау тәртібі, қолданылатын материалдар мен қоректік орталарға қойылатын талаптар, бақылау кезеңдері, дайын өнімнің сапасын бағалау көрсеткіштері, сақтау және пайдалану шарттары жүйеленді.





3.4 «Streptophagum equi» биопрепаратының сақау ауруына қарсы терапиялық әсерін in vivo сынау нәтижелері
3.4.1 Жылқыларда сақау қоздырушысы Streptococcus equi штамымен эксперименттік инфекциялық модельді қалыптастыру нәтижелері
Осы зерттеу аясында Streptococcus equi M-1-21/D штамын пайдалану арқылы құлындарда сақау ауруының эксперименттік инфекциялық моделі қалыптастырылды. Жұқтыру 2.3.10-бөлімшеде сипатталған әдістемеге сәйкес жүргізілді (сурет 21).
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а – Str. equi M-1-21/D штамы; б – жақасты лимфа түйінінің аумағына Str. equi M-1-21/D штамын енгізу барысы; в – Str. equi M-1-21/D штамын интраназальды жолмен енгізу барысы

Сурет 21 – Құлындарды Streptococcus equi сақау қоздырушысымен жұқтыру үдерісі

Жұқтырудан кейін жануарларда күн сайын клиникалық мониторинг жүргізілді: ректальды температура өлшенді, бактериологиялық талдау үшін мұрын-жұтқыншақтан жағындылар алынды, жақасты лимфа түйіндері пальпацияланды және жалпы клиникалық жай-күй бағаланды (сурет 22).
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а – зараланған жылқылардан қан алу; б – жылқылардың дене температурасын өлшеу; в – жақасты лимфа түйіндерін пальпациялау

Сурет 22 – Тәжірибелік жылқыларды күнделікті клиникалық тексеру және биоматериал алу кезеңдері

22-суретте көрсетілгендей, жұқтырудан кейін 7–9 тәуліктер аралығында сақау ауруына тән клиникалық белгілер айқын қалыптасты: дене температурасының жоғарылауы, мұрын-жұтқыншақтан мол шырышты-іріңді бөлінділердің бөлінуі, жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаюы және пальпация кезіндегі ауырсынуы тіркелді.
Бактериологиялық растау мақсатында мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындылар БҰГ сорпаға, БҰГ агарға және қан агарға егілді. Қосымша түрде алынған материалдардан микропрепараттар дайындалып, Грам әдісімен боялды.
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а – Streptococcus equi өсінділерінің БҰГ агарында өсуі; б – БҰГ қоректік сорпасында өсуі; в – қан агарында өсуі

Сурет 23 – Мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындыдан бөлінген Streptococcus equi өсіндісінің қоректік ортада өсуі
23-суретте көрсетілгендей, бактериологиялық зерттеу нәтижесінде жұқтырудың сәтті өткендігі расталды: БҰГ агарында сарғыш түсті, шырышты, дөңгелек пішінді, тегіс беткейлі колониялар түзілді; БҰГ сорпасында ортаның лайлануы және түбінде тұнба түзілуі байқалды; қан агарында колония маңында айқын гемолиз аймағы анықталды. Микроскопиялық зерттеуде грамоң кокктар табылып, морфологиялық белгілері бойынша өсіндінің Streptococcus equi екендігі дәлелденді.
Қосымша серологиялық зерттеулерде (жұқтырудың 8-тәулігінде алынған қан сарысуы, ИФТ) барлық сынамаларда оң нәтиже тіркелді: S/P% көрсеткіші 102,9–117,1% аралығында болды. Нәтижелерді интерпретациялау өндіруші нұсқаулығына сәйкес жүргізілді, мұнда S/P% ≥100% оң нәтиже ретінде бағаланды.
Осылайша, клиникалық, бактериологиялық және серологиялық көрсеткіштердің жиынтығы құлындарда сақау ауруының эксперименттік инфекциялық моделінің сәтті қалыптастырылғанын көрсетті. Жұқтыру расталғаннан кейін емдік іс-шаралар басталды.
3.4.2 «Streptophagum equi» биопрепаратының тиімді терапиялық мөлшерін анықтау нәтижелері
Сақау ауруының клиникалық белгілері толық қалыптасқаннан кейін «Streptophagum equi» биопрепаратының тиімді терапиялық мөлшерін айқындау мақсатында жұқтырылған 8 құлын А1-А5 топтарына бөлінді. Фагпен емдеудің төмен, орта және жоғары мөлшерлік режимдері салыстырмалы түрде бағаланды.
Клиникалық мониторинг күн сайын жүргізілді, ал қоздырушының элиминациясы мұрын-жұтқыншақтан және, қажет болған жағдайда, инфекциялық ошақтан алынған материалды бактериологиялық егу арқылы емдеудің алдында (1-тәулік) және ем басталғаннан кейінгі 3, 5, 7 және 10-тәуліктерде бағаланды.
А1 тобы (төмен мөлшер). Емдеудің 1-тәулігінде екі құлында жақасты лимфа түйініндегі абсцесстердің өздігінен жарылуы тіркелді. Емдеу сызбасына сәйкес мұрын қуысына тәулігіне 1 мл биопрепарат енгізілді, ал жақасты аймақтағы инфекциялық ошаққа 0,2 мл көлемде жергілікті өңдеу жүргізілді. Қызба шамамен 3 тәулікке дейін сақталып, дене температурасының 38,5 °C-тен төмен деңгейге тұрақтануы 3-тәулікке қарай байқалды. Ринит белгілері біртіндеп бәсеңдеп, жақасты лимфадениттің регрессі баяу жүрді. Жара беткейінің эпителизациясы 7-тәулікке қарай аяқталды, ал тәбет пен жалпы белсенділік 4–5-тәуліктерде қалыпқа келді.
А2 тобы (орта мөлшер). Бұл топта клиникалық оң динамика айқынырақ байқалды. Биопрепарат интраназальды тәулігіне 2 мл және абсцесс қуысына тікелей 0,5 мл көлемде енгізілді. Дене температурасының төмендеуі 2-тәуліктің соңына қарай тіркеліп, толық қалыпқа келуі 2-3-тәуліктерде байқалды. Ринит қарқындылығы айтарлықтай азайды, ал жақасты лимфа түйіндерінің ісінуі мен ауырсынуы 2–3-тәуліктерден бастап бәсеңдеді. 7-тәуліктегі бактериологиялық бақылауда бұл топтағы жануарларда Streptococcus equi бөлінуінің тоқтауы тіркелді.
А3 тобы (жоғары мөлшер). Ең жылдам және айқын терапиялық әсер осы топта байқалды. Биопрепарат мұрын қуысына тәулігіне 4 мл және абсцесс қуысына тікелей 1 мл көлемде енгізілді. Дене температурасының қалыпқа келуі ерте мерзімде тіркелді, ринит белгілері 2–3-тәуліктерде айқын бәсеңдеді, ал бөлінділер серозды сипатқа ауысты. Жақасты лимфадениттің регрессі жедел жүріп, 3-тәуліктен бастап алынған жағындыларда Streptococcus equi бөлінуі бойынша теріс нәтижелер тіркелді.
А4 (жұқтырылған бақылау) және А5 (интакт бақылау) топтары зерттеу топтарының клиникалық динамикасымен салыстыру үшін референттік топтар ретінде пайдаланылды.



Сурет 24 – Streptophagum equi фагының әртүрлі дозаларында клиникалық қалпына келу динамикасы

Жалпы салыстырмалы талдау нәтижесінде жоғары мөлшерлік режимде (А3 тобы) қызбаның басылуы, риниттің бәсеңдеуі және жақасты лимфадениттің регрессі анағұрлым қысқа мерзімде байқалды. Клиникалық және бактериологиялық деректерге сүйене отырып, интраназальды 4 мл және абсцесс қуысына тікелей 1 мл енгізу режимі «Streptophagum equi» биопрепараты үшін кейінгі салыстырмалы және өндірістік сынақтарға ұсынылатын оңтайлы терапиялық режим ретінде қабылданды.
3.4.3 «Streptophagum equi» биопрепаратының терапиялық тиімділігін антимикробтық препараттармен салыстырмалы бағалау нәтижелері
Жылқы сақауын емдеуге арналған фагтық биопрепараттың терапиялық тиімділігін бағалау және оны дәстүрлі антимикробтық препараттармен салыстыру мақсатында институтішілік комиссия құрылды (Қосымша Д, Қосымша Е). Биопрепараттың апробациялық зерттеулері құлындарда қалыптастырылған эксперименттік инфекциялық модель жағдайында жүргізілді.
Салыстырмалы бағалау алдында тәжірибелік жануарларда клиникалық сақау ауруының моделі қалыптастырылды. Ол үшін сақаумен ауырған жылқыдан бөлініп алынған патогенді Streptococcus equi M-1-21/D штамы қолданылды. Концентрациясы 1х109 КТБ/мл бактериялық суспензия жануарларға жақасты лимфа түйіні аймағына 2,0 мл және интраназальды түрде әр танауға 2,0 мл-ден енгізілді. Нәтижесінде тәжірибелік жануарларда сақау ауруына тән клиникалық белгілер қалыптасты. 
Жануарлар фагпен емдеу тобына, үш түрлі антибиотикпен емдеу топтарына, сондай-ақ жұқтырылған емделмеген және интакт бақылау топтарына бөлінді. Барлық топтар 14 тәулік бойы біріздендірілген клиникалық көрсеткіштер бойынша қадағаланды, ал қоздырушының элиминациясы мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындыларды бактериологиялық егу арқылы емдеудің 3, 5 және 7-тәуліктерінде бағаланды. Бұл кезең фагтық биопрепараттың клиникалық әсерін антибиотикпен емдеу нәтижелерімен салыстыра отырып бағалауға және оның тиімділік деңгейін ғылыми тұрғыдан негіздеуге бағытталды.
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Сурет 25 – «Streptophagum equi» биопрепаратының сынақтан өткізу үшін құрылған институт аралық (а) комиссия құрамы мен (б) тәжірибелік базасы

Тәжірибеге жергілікті тұқымға жататын, жасы 8–12 ай аралығындағы, тәжірибе басталғанға дейін клиникалық тұрғыдан сау деп танылған 15 бас құлын тартылды. Жануарлар тәжірибеге дейін 21 тәулік бойы карантиндік бақылауда ұсталып, осы кезеңде жалпы клиникалық тексерулерден өткізілді және сақау қоздырушысына қарсы антиденелердің болуын анықтау мақсатында серологиялық зерттеулер жүргізілді (ИФТ, ID Screen Streptococcus equi Indirect тест-жиынтығы). Серологиялық зерттеу нәтижелері бойынша барлық жануарларда сақау инфекциясына тән антиденелер анықталған жоқ, бұл олардың тәжірибеге дейін жұқпағанын растады.
Сақау инфекциясының эксперименттік моделін қалыптастыру үдерісі 2.3.10-бөлімшеде сипатталған әдістемеге сәйкес жүргізілді. Жұқтырудан кейін 7–9 тәуліктер аралығында құлындарда сақау ауруына тән айқын клиникалық белгілер қалыптасты. Атап айтқанда, дене температурасының 39,4-41,0 °C-қа дейін тұрақты жоғарылауы, мұрын-жұтқыншақ аймағынан мол мөлшерде шырышты-іріңді бөлінділердің бөлінуімен сипатталатын ринит, сондай-ақ жақасты лимфа түйіндерінің айқын ұлғаюы, тығыздалуы және пальпация кезінде ауырсынуы анықталды. Бұл белгілер жергілікті қабыну үдерісінің дамуын және эксперименттік инфекциялық модельдің сәтті қалыптасқанын көрсетті.
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а – Str. equi қоздырушысынан даярланған бактериялық суспензия; б – Str. equi биопрепараты; в – жылқыны танау қуысы арқылы жұқтыру үрдісі

Сурет 26 – Streptophagum equi биопрепаратымен емдеу барысы

Серологиялық және бактериологиялық зерттеулердің оң нәтижелері алынғаннан кейін тәжірибелік жануарларға емдеу іс-шаралары жүргізілді.
В1 тобы. Бұл топтағы жылқылар «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратымен емделді. Терапия басталған күні топтағы барлық жануарларда жақасты лимфа түйіндерінің айқын ұлғаюы және жергілікті ісіну белгілері тіркелді. Препаратты алғаш енгізу кезінде №3 жануарда абсцесс өздігінен жарылып, іріңді экссудаттың бөлінуі байқалды. Осы жануарға биопрепарат интраназальды жолмен жалпы 4 мл көлемінде енгізілді, сондай-ақ жарылған абсцесс ошағының жара беткейі 1 мл көлеміндегі биопрепаратпен жергілікті өңделді. №1 және №2 жануарларда абсцесс қалыптасқанына қарамастан, өздігінен жарылу байқалмады. Сондықтан бұл жануарларға биопрепарат интраназальды жолмен 4 мл көлемінде енгізіліп, қосымша түрде пункциялық әдіспен абсцесс қуысына тікелей 1 мл көлемде жіберілді. Пункция кезінде іріңді экссудаттың бөлінуі абсцесс қуысының бар екенін растады.
Биопрепаратпен емдеудің 2-тәулігінде В1 тобына жататын барлық жануарларда дене температурасының физиологиялық деңгейге дейін қалыпқа келгені тіркелді. №1 және №2 жануарларда емдеудің 2-тәулігінен бастап жақасты лимфа түйіндері аймағында жұмсару, тіндердің кернеуінің төмендеуі және жергілікті қабыну белгілерінің айқын регрессі байқалды; 4-тәулікте лимфа түйіндерінің көлемі мен консистенциясының клиникалық қалыпқа келуі анықталды. №3 жануарда жарылған абсцесс аймағында 2-тәуліктен бастап жара беткейінің жиырылуы мен шеттерінің құрғау динамикасы байқалып, 4-тәулікте толық эпителизация тіркелді. Емдеудің 5-тәулігінде алынған мұрын-жұтқыншақтан жағындыларды бактериологиялық егу нәтижесінде Streptococcus equi бөлінуі анықталған жоқ.
Антибиотиктік терапия барысында қолданылған препараттар мен оларды енгізу тәсілдері 27-суретте көрсетілген. Атап айтқанда, зерттеу барысында тилозин-50, 4% гентамицин сульфаты және ВетБицин-5 препараттары бұлшықет ішіне енгізу жолымен қолданылды.
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а – тилозин –50; б – жылқы бұлшық етіне екпе егу; в – ВетБицин-5

Сурет 27 – Сақаумен жұқтырылған құлындарды антибиотиктермен емдеу барысы

Антибиотиктік терапия жүргізілген В2, В3 және В4 топтарында емдеу шаралары өндіруші нұсқаулығында көрсетілген стандартты клиникалық регламенттерге сәйкес жүзеге асырылды.
В2 тобы (4% гентамицин сульфаты). Осы топтағы үш жануардың барлығында жақасты лимфа түйіндерінде қалыптасқан абсцестер өздігінен жарылды: №4 жануарда – емдеудің 2-тәулігінде, №5 жануарда – 1-тәулігінде, №6 жануарда – 3-тәулігінде. Жақасты аймақтағы жара ошақтары серозды-іріңді экссудаттың бөлінуімен сипатталды, ал іріңді-қанды бөлінділердің толық тоқтауы тек 7-тәулікте байқалды. Соған қарамастан, жара беткейінің сулануы 10-тәулікте де сақталды. Бактериологиялық бақылау нәтижелері Streptococcus equi қоздырушысының емдеудің 10-тәулігінде де бөлініп анықталғанын көрсетті, яғни қоздырушының толық микробиологиялық элиминациясына қол жеткізілмеді. Осыған байланысты 4% гентамицин сульфатын қолдану клиникалық және бактериологиялық тиімділігі төмен емдік режим ретінде бағаланды.
В3 тобы (ВетБицин-5). Бұл топта қабыну реакциясы айқын сипатта болды: жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаюы және пальпация кезіндегі ауырсынуы сақталды. №8 жануарда абсцесс ем басталғанға дейін өздігінен жарылып, жара беткейінің регрессі 7-тәулікте байқалды. Алайда кейбір жануарларда, әсіресе №9 құлында, қабынулық инфильтрат толық жойылмай, 10-тәуліктегі бақылауда да тығыз консистенция сақталды. Бұл деректер терапиялық жауаптың біркелкі болмағанын көрсетті.
В4 тобы (тилозин-50). Бұл топта абсцестер емдеудің 1–2-тәуліктерінде өздігінен жарылды. Жара беткейінде грануляциялық тіннің түзілуі уақтылы басталғанымен, толық эпителизация тек 10-тәулікте аяқталды. Клиникалық динамика жалпы алғанда оң сипатта болғанымен, бактериологиялық зерттеулер Streptococcus equi қоздырушысының толық элиминацияланбағанын көрсетті.
В5 тобы (жұқтырылған бақылау). Емделмеген бақылау тобында аурудың клиникалық ағымы ауыр және созылыңқы сипат алды: дене температурасы 5–6 тәулік бойы жоғары деңгейде сақталды, іріңді ринит пен айқын лимфаденит бір аптадан астам уақыт бәсеңдемеді. Абсцестер 6–7-тәуліктерде кеш жарылып, жара қуыстары бақылау мерзімі аяқталғанға дейін толық жазылмады. Сонымен қатар, бақылау кезеңінің соңында Streptococcus equi бөлінуінің сақталуы инфекциялық үдерістің созылыңқы ағымын көрсетті.
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а – абсцесстің жарылуы; б – құлынның дене температурасының жоғарылауы; в – жалпы әлсіреу, тәбеттің төмендеуі

Сурет 28 – Антибиотикпен емделген құлындардағы клиникалық көріністер

ВетБицин-5 қолданылған В3 топта (№7, №8, №9) қабыну реакциясы айқын сипатта болды: жақасты лимфа түйіндерінің ұлғаюы және пальпация кезіндегі ауырсыну тіркелді. №8 жануарда абсцесс емдеу басталғанға дейін өздігінен жарылып, жара беткейінің регрессі 7-тәулікте байқалды. Алайда кейбір жануарларда, әсіресе №9 құлында, қабыну инфильтраты толық жойылмай, 10-тәуліктегі бақылауда да тығыз консистенциясының сақталуы тіркелді, бұл терапиялық әсердің біркелкі болмағанын көрсетті.
Тилозин-50 қолданылған В4 топта абсцесстер емдеудің 1–2-тәуліктерінде өздігінен жарылды. Жара беткейінде грануляциялық тіннің түзілуі уақытылы басталғанымен, толық эпителизация тек 10-тәулікте аяқталды. Клиникалық динамика жалпы оң сипатта болғанымен, бактериологиялық зерттеулер Streptococcus equi қоздырушысының толық элиминацияланбағанын көрсетті, яғни микробиологиялық сауықтандыру жеткіліксіз деңгейде қалды.
Емделмеген В5 бақылау тобында аурудың клиникалық ағымы ауыр және ұзаққа созылды: дене температурасы 5–6 тәулік бойы жоғары деңгейде сақталды, іріңді ринит пен айқын лимфаденит бір аптадан астам уақыт бәсеңдемеді. Абсцесстер 6–7-тәуліктерде кеш жарылып, жара қуыстары бақылау мерзімі аяқталғанға дейін (10-тәулік) толық жазылмады. Сонымен қатар, бақылау кезеңінің соңында Streptococcus equi бөлінуінің сақталуы инфекциялық процестің созылыңқы сипатын көрсетті.
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а – жақасты лимфа түйіндерінің ісінуі;
б – жалпы клиникалық жай-күйінің нашарлауы

Cурет 29 – Жұқтырылған бақылау тобындағы жылқының клиникалық көрінісі

Микробиологиялық бақылау жұқтырылған және емделген жылқыларда Streptococcus equi қоздырушысының элиминация динамикасын бағалау мақсатында жүргізілді. Осыған байланысты мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындылар, ал абсцесс қалыптасқан жағдайда абсцесс ошағынан алынған материалдар бактериологиялық зерттеуге алынды. Алынған сынамалар БҰГ және қан агар қоректік орталарына егіліп, стандартты бактериологиялық әдістермен зерттелді. Бактериологиялық талдау ем басталған күні (1-тәулік), сондай-ақ ем жүргізу барысындағы 3, 5, 7 және 10-тәуліктерде орындалды.
Алынған себінділердің нәтижелері Streptococcus equi қоздырушысының әртүрлі терапиялық режимдер кезіндегі микробиологиялық элиминациясының уақыты мен толықтығын салыстырмалы түрде бағалауға мүмкіндік берді. Мұрын-жұтқыншақтан және абсцесс ошақтарынан алынған жағындылардың бактериологиялық зерттеу нәтижелері 13-кестеде келтірілген.

Кесте 13 – Мұрын-жұтқыншақтан алынған жағындылардың  бактериологиялық талдау нәтижелері

	Топтар
	Жануар №
	Жағынды алынған оpны
	Бактериологиялық талдау нәтижелері

	
	
	
	1–тәу.
	3–тәу.
	5–тәу.
	7–тәу.
	10–тәу.

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	В1 Биопрепаратпен емдеу
	1
	м/ж
	+
	+
	–
	–
	–

	
	2
	м/ж 
	+
	+
	–
	–
	–

	
	
	абсц
	+
	–
	–
	–
	–

	
	3
	м/ж
	+
	–
	–
	–
	–

	В2
4% гентамицин сульфаты
	4
	м/ж 
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	–
	+
	+
	+
	+

	
	5
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	–

	
	
	абсц
	+
	+
	+
	+
	–

	
	6
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	–
	+
	+
	+
	+

	В3
ВетБицин-5
	7
	м/ж
	+
	+
	+
	–
	–

	
	8
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	–

	
	
	абсц
	+
	+
	+
	–
	–

	
	9
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	–

	В4
тилозин 50
	10
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	–
	+
	+
	+
	–

	
	11
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	+
	+
	+
	+
	–

	
	12
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	–

	В5
бақылау
	13
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	+
	+
	+
	+
	+

	
	14
	м/ж
	+
	+
	+
	+
	+

	
	
	абсц
	+
	+
	+
	+
	+

	В6 интакт
	15
	м/ж
	–
	–
	–
	–
	–

	Ескертпе:
« м/ж » – мұрын-жұтқыншақтан алынған жағынды;
« абсц » – абсцесс орнынан немесе маңынан алынған жағынды;
« + » –   Streptococcus equi колониялары өскен;
« – » – Streptococcus equi колониялары өскен жоқ



13-кестеде көрсетілгендей, интакт бақылау тобындағы жануарлар зерттеу кезеңінің барлық уақытында клиникалық тұрғыдан сау күйін сақтады. Дене температурасы физиологиялық диапазонда (37,5–38,5 °C) болды, тәбет пен жалпы белсенділіктің төмендеуі тіркелмеді. Жақасты лимфа түйіндерінде, тыныс алу жолдарының шырышты қабаттарында және тері жабындыларында патологиялық өзгерістер анықталған жоқ. Бактериологиялық зерттеулерде барлық бақылау нүктелерінде теріс нәтижелер алынды, бұл интакт жануарларда инфекциялық үдерістің болмағанын растады.


Кесте 14 – Топтар бойынша 1–10 тәуліктердегі жылқылардың дене температурасы (M ± SE, °C)

	Топ
	Жылқы саны
	1-тәу
	3-тәу
	5-тәу
	7 -тәу 
	10-тәу

	В1
	3
	39,23± 0,71
	38,10± 0,30
	37,40± 0,17
	37,50 ±0,40  
	37,30± 0,26 

	В2
	3
	39,87± 1,21
	38,67± 0,49
	38,37± 0,32
	38,03± 0,47
	37,57 ±0,32 

	В3
	3
	40,73± 0,80
	38,13± 0,47
	37,70± 0,26
	37,63 ±0,25  
	37,40 ±0,30  

	В4
	3
	39,77± 0,38
	38,57± 0,06
	38,00± 0,20
	37,80 ±0,20  
	37,70 ±0,20  

	В5 (Бақылау)
	2
	39,95± 1,48
	39,75± 0,21
	39,30± 0,57
	38,80 ±0,20 
	37,70 ±0,20 

	В6 (Интакт)
	1
	37,50
	37,60
	37,80
	37,40
	37,40



14-кестеде көрсетілгендей, терапиялық тиімділіктің негізгі клиникалық көрсеткіштерінің бірі ретінде ректальды температураның тәуліктік динамикасы бағаланды. Фагпен емдеу қолданылған В1 топта дене температурасы физиологиялық деңгейге ең ерте қалыпқа келді. Антибиотиктермен емдеу жүргізілген топтарда температураның төмендеу үрдісі байқалғанымен, клиникалық сауығу мен қоздырушының микробиологиялық элиминациясы толық деңгейде қамтамасыз етілмеді. Жұқтырылған, бірақ емделмеген бақылау тобында (В5) фебрильді температура ұзақ уақыт сақталып, аурудың ауыр әрі созылыңқы ағымы тіркелді.



Сурет 30 – «Streptophagum equi» биопрепаратымен және антибиотиктік терапиямен емдеудің салыстырмалы нәтижелері

30-суретте көрсетілгендей, «Streptophagum equi» биопрепаратымен және антибиотиктік емдеу режимдерімен (ВетБицин-5, гентамицин 4%, тилозин-50) емделген топтардағы, сондай-ақ жұқтырылған және интакт бақылау топтарындағы клиникалық қалпына келу динамикасы салыстырмалы түрде көрсетілген.
Клиникалық деректер терапиялық тәсілге байланысты дене температурасының қалыпқа келу жылдамдығында айқын айырмашылық бар екенін көрсетті. Бактериофагтық терапия қолданылған В1 топта нормотермия 1–2-тәуліктерде байқалды. Антибиотиктермен емдеу топтарында температураның қалыпқа келуі баяу жүрді: гентамицин және тилозин-50 қолданылған топтарда субфебрилді температура 5 тәулікке дейін сақталды. ВетБицин-5 енгізілген топта клиникалық жауап салыстырмалы түрде тиімді болғанымен, бактериологиялық сауықтандыру толық деңгейде қамтамасыз етілмеді.
Жануарлардың жалпы физиологиялық жай-күйін, инфекциялық үдерістің айқындылығын және қолданылған емдеу тәсілдерінің ықпалын кешенді бағалау мақсатында қанның негізгі гематологиялық көрсеткіштері зерттелді. Гематологиялық талдау эритроциттер саны, гемоглобин деңгейі, гематокрит, лейкоциттердің жалпы саны, сондай-ақ лейкоциттік қатардың жекелеген фракциялары бойынша организмдегі қабыну реакциясының сипатын және гомеостаз өзгерістерінің дәрежесін сипаттауға мүмкіндік береді. Осыған байланысты тәжірибелік топтарда эритроциттер, гемоглобин, гематокрит, лейкоциттер, лимфоциттер, моноциттер және гранулоциттер көрсеткіштері анықталды. Зерттеу топтарындағы аталған гематологиялық көрсеткіштердің нәтижелері 15-кестеде келтірілген.

Кесте 15 – Тәжірибелік топтардағы қанның гематологиялық көрсеткіштері

	Топтар
	Гематологиялық талдаулардың атауы мен көрсеткіштері

	
	Эритроциттер (х106/мкл)
	Гемоглобин (г/дл)
	Гематокрит (%)
	Лейкоциттер (х103/мкл)
	Лимфоциттер (х103/мкл)
	Моноциттер (х10³/мкл)
	Гранулоциттер (х103/мкл)

	В1 Биопрепаратпен емдеу
	7,67 ± 0,02
	8,06 ± 0,09
	34,52 ± 0,09
	8,24 ± 0,21
	3,88 ± 0,05
	0,64 ± 0,12
	3,71 ± 0,05

	В2
4% гентамицин сульфаты
	5,02 ± 0,04
	7,06 ± 0,03
	29,66 ± 0,45
	9,65 ± 0,05
	2,01 ± 0,02
	1,68± 0,02
	5,96 ± 0,33

	В3
ВетБицин-5
	4,97 ± 0,14
	8,02 ± 0,55
	31,02 ± 0,01
	9,13 ± 0,05
	3,11 ± 0,12
	1,01 ± 0,05
	5,01 ± 0,03

	В4
тилозин 50
	5,88 ± 0,23
	6,98 ± 0,04
	28,72 ± 0,24
	12,14 ± 0,21
	3,42 ± 0,70
	1,99 ± 0,05
	6,731 ± 0,02

	В5
Жұқтырылған бақылау
	4,42 ± 0,12
	6,01 ± 0,8
	27,66 ± 0,04
	12,73 ± 0,03
	2,23 ± 0,05
	2,04 ± 0,01
	8,46 ± 0,12

	В6 интакт
	7,5
	10,0
	30,01
	6,12
	3,5
	0,23
	2,91

	Ескерту – В6 интактты бақылау тобы бір жануардан (n=1) тұрғандықтан, көрсеткіштер жеке мән түрінде берілді



15-кестеде келтірілген деректер тәжірибелік топтар арасында гематологиялық көрсеткіштердің айқын айырмашылықтарын көрсетті. Жұқтырылған бақылау тобында (В5) эритроциттер санының, гемоглобин деңгейінің және гематокриттің төмендеуімен қатар, лейкоциттер мен гранулоциттер деңгейінің жоғарылауы байқалды. Бұл өзгерістер инфекциялық-қабыну үдерісінің айқын жүргенін және организмнің жүйелі жауап реакциясының күшейгенін көрсетеді.
Биопрепаратпен емделген В1 тобында эритроциттер саны 7,67±0,02х106/мкл, гемоглобин деңгейі 8,06±0,09 г/дл, гематокрит 34,52±0,09%, ал лейкоциттер саны 8,24±0,21×103/мкл болды. Сонымен қатар лимфоциттер, моноциттер және гранулоциттер көрсеткіштерінің арақатынасы салыстырмалы түрде тұрақты сипатта сақталды. Бұл топтағы мәндердің интактты бақылау жануарының көрсеткіштеріне барынша жақын болуы биопрепараттың гематологиялық көрсеткіштерінің ауытқуына неғұрлым тиімді әсер еткенін көрсетеді.
4% гентамицин сульфаты қолданылған В2 тобында эритроциттер, гемоглобин және гематокрит көрсеткіштері В1 тобымен салыстырғанда төмен болды, ал лейкоциттер мен гранулоциттер деңгейінің жоғарылауы қабыну реакциясының әлі де сақталғанын аңғартты. В3 тобында ВетБицин-5 қолдану аясында гематокрит көрсеткіші В2 және В4 топтарымен салыстырғанда біршама жоғары болғанымен, эритроциттер мен лейкоциттік қатар көрсеткіштерінің толық қалпына келмегені байқалды. Тилозин 50 қолданылған В4 тобында да ұқсас үрдіс сақталып, эритроциттік көрсеткіштердің төмендеуі және гранулоциттер деңгейінің жоғары болуы тіркелді.
Жалпы алғанда, жұқтырылған бақылау тобында (В5) гематологиялық ауытқулардың ең айқын дәрежесі анықталды: эритроциттер саны 4,42±0,12×106/мкл, гемоглобин 6,01±0,8 г/дл, гематокрит 27,66±0,04%, лейкоциттер 12,73±0,03×103/мкл және гранулоциттер 8,46±0,12×103/мкл болды. Бұл көрсеткіштер инфекция жағдайында анемиялық өзгерістердің және айқын қабыну реакциясының дамығанын көрсетеді. Осылайша, гематологиялық көрсеткіштердің салыстырмалы талдауы биопрепаратпен емдеу қолданылған В1 тобында қан жүйесінің функционалдық тұрақтануы неғұрлым қолайлы өткенін көрсетті.
Гематологиялық өзгерістермен қатар, жануарларға жүргізілген емдік ықпалдың тиімділігін тереңірек бағалау мақсатында қан сарысуының негізгі биохимиялық көрсеткіштері зерттелді. Биохимиялық талдау бауырдың функционалдық жағдайын, ақуыз алмасуының сипатын және инфекциялық-қабыну үдерісінің организмге жалпы әсерін сипаттауға мүмкіндік береді. Осыған байланысты қан сарысуындағы аланинаминотрансфераза (ALT), аспартатаминотрансфераза (AST), жалпы билирубин, глобулиндер және жалпы ақуыз деңгейлері анықталды. Аталған көрсеткіштер организмдегі метаболикалық және қабынулық өзгерістердің бағытын бағалауға, сондай-ақ жүргізілген терапия аясындағы функционалдық ауытқулардың дәрежесін салыстырмалы түрде сипаттауға мүмкіндік берді. Әртүрлі терапиялық сызбалар жағдайындағы биохимиялық көрсеткіштердің салыстырмалы мәндері 16-кестеде келтірілген.

Кесте 16 – Тәжірибелік топтардағы қан сарысуының биохимиялық көрсеткіштері

	Топтар
	Биохимиялық талдаулардың атауы мен көрсеткіштері

	
	ALT
бірлік/л
	AST
бірлік/л
	Жалпы билирубин, (мг/дл)
	Глобулиндер (г/дл).
	Жалпы ақуыз (г/л)

	В1 Биопрепаратпен емдеу
	11,80 ± 0,86
	305.60 ± 2.37
	1,72 ± 0,05
	4,63 ± 0,07
	6,71 ± 0,03

	В2
4% гентамицин сульфаты
	25,34 ± 0,14
	402,00 ± 1,12
	1,78 ± 0,13
	19,26 ± 0,01
	9,88 ± 0,08

	В3
ВетБицин-5
	18,01 ± 0,42
	362,60 ± 1,33
	1,98 ± 0,22
	9,43 ± 0,00
	7,65 ± 0,12

	В4
тилозин 50
	29,55 ± 0,02
	387,43 ± 1,03
	1,93 ± 0,02
	16,00 ± 0,02
	8,31 ± 0,33

	В5
Жұқтырылған бақылау
	43,82± 0,04
	409,20 ± 4,37
	2,05 ± 0,66
	28,03 ± 0,09
	9,83 ± 0,22

	В6 интакт
	10,30 ± 0,01
	206,40 ± 2,37
	0,4± 0,08
	2,5 ± 0.03
	6,01 ± 0.01



16-кестеде келтірілген мәліметтер бойынша жұқтырылған бақылау тобында (В5) биохимиялық көрсеткіштердің барынша айқын ауытқуы байқалды. Аталған топта ALT, AST, жалпы билирубин, глобулиндер және жалпы ақуыз деңгейлерінің жоғары болуы инфекциялық үдерістің айқындылығын, бауыр қызметіне түсетін жүктеменің күшеюін және ақуыз алмасуындағы өзгерістерді көрсетеді.
Биопрепаратпен емделген В1 тобында зерттелген көрсеткіштердің интактты топ мәндеріне барынша жақындағаны анықталды. Бұл топта ALT және AST деңгейлерінің, сондай-ақ жалпы билирубин мөлшерінің жұқтырылған бақылау тобымен салыстырғанда төмен болуы биопрепараттың организмдегі патологиялық өзгерістерді әлсіретуге және биохимиялық гомеостаздың қалпына келуіне оң әсер еткенін көрсетеді. Сонымен қатар глобулиндер мен жалпы ақуыз мөлшерінің салыстырмалы түрде төмен деңгейде болуы қабыну реакциясының бәсеңдегенін аңғартады.
Антибиотиктер қолданылған топтарда да белгілі бір оң динамика тіркелді, алайда олардың айқындылығы әртүрлі болды. В2 тобында 4% гентамицин сульфатын қолдану аясында жалпы билирубин деңгейі төмендегенімен, AST, глобулиндер және жалпы ақуыз көрсеткіштері жоғары деңгейде сақталды. В3 тобында ВетБицин-5 қолданылған жағдайда биохимиялық көрсеткіштер жұқтырылған бақылау тобымен салыстырғанда төмендегенімен, олардың толық қалыпқа келуі байқалмады. В4 тобында тилозин 50 қолдану нәтижесінде де оң өзгерістер тіркелгенімен, бірқатар көрсеткіштердің интактты және биопрепаратпен емделген топтарға қарағанда жоғары болуы сақталды.
Интактты топта (В6) барлық биохимиялық көрсеткіштердің физиологиялық деңгейге жақын ең төмен мәндері тіркелді. Осыған байланысты В1 тобының нәтижелері интактты топқа ең жақын болғаны анықталды. Жалпы алғанда, алынған деректер зерттелген биопрепараттың биохимиялық көрсеткіштерді тұрақтандыруда және организмнің функционалдық күйін қалпына келтіруде антибиотиктік емдеу нұсқаларымен салыстырғанда неғұрлым тиімді әсер көрсеткенін дәлелдейді.
Гематологиялық және биохимиялық зерттеулердің нәтижелері клиникалық бақылаулармен де үйлесімді сипат көрсетті. Дене температурасының динамикасы қоздырушының микробиологиялық элиминациясымен өзара байланыста болды: фаготерапия қолданылған топта қызбаның басылуы мен микробиологиялық элиминация 3–5-тәуліктер аралығында қатар байқалса, антибиотиктік терапия кезінде микробиологиялық элиминация клиникалық жақсарудан кейінірек тіркелді. Бұл құбылыс биопрепараттың тек клиникалық белгілерді әлсіретіп қана қоймай, сонымен бірге қоздырушының организмнен ертерек жойылуына ықпал еткенін көрсетеді.
Қорытындылай келе, тәжірибелік жануарларда жүргізілген гематологиялық, биохимиялық, клиникалық және микробиологиялық зерттеулердің жиынтық нәтижелері «Streptophagum equi» биопрепаратының жоғары терапиялық тиімділігін көрсетті. Биопрепаратпен емделген В1 тобында эритроциттер, гемоглобин, гематокрит және лейкоциттік көрсеткіштердің интактты топ мәндеріне жақындауы, сондай-ақ ALT, AST, жалпы билирубин, глобулиндер мен жалпы ақуыз деңгейлерінің жұқтырылған бақылау және антибиотиктер қолданылған топтармен салыстырғанда неғұрлым қолайлы өзгеруі анықталды. Сонымен қатар фаготерапия кезінде дене температурасының ерте қалыпқа келуі, лимфадениттің жедел регрессі және Streptococcus equi қоздырушысының неғұрлым ерте элиминациясы қамтамасыз етілді. Бұл нәтижелер әзірленген «Streptophagum equi» биопрепаратының жылқы сақауын емдеуде перспективалы, биологиялық тұрғыдан негізделген және тиімді терапиялық құрал екенін дәлелдейді.
3.5 «Streptophagum equi» биопрепаратының өндірістік сынақтарының нәтижелері 
«Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының өндірістік сынақтары Қарағанды облысының Қарқаралы және Бұқар жырау аудандарындағы жылқы шаруашылықтары базасында жүргізілді. Негізгі сынақ алаңы ретінде Бижанов А.К.-ға тиесілі шаруашылық таңдалып, онда клиникалық сақау белгілері тіркелген табыннан 90 бас жылқы зерттеуге қамтылды. Қосымша клиникалық бақылау және биопрепараттың өндірістік жағдайда қолдану тиімділігін кеңейтілген бағалау мақсатында «Ержан» шаруа қожалығынан 20 бас және «Жігер» шаруа қожалығынан 30 бас, барлығы 140 бас жылқы қатысты.

Кесте 17 – Өндірістік сынақ кезіндегі жылқылардың клиникалық топтары және биопрепаратты қолдану сызбасы

	Шаруашы-лық атауы
	Орналас-қан жері
	Жылқы саны, бас
	Енгізу тәсілі
	Енгізу мөлшері
	Емдеу ұзақ-тығы, тәулік
	Клиникалық нәтиже
	Жанама әсерлер

	«Бижанов А.К.» ШҚ
	Қарағанды обл., Бұқар жырау ауд., Үміткер ауылы
	90
	Интрана-зальды және абсцесс қуысына инъекция-лық
	4 мл (әр танауға 2 мл); 1 мл (абсцесс қуысына)
	5–7
	Клиникалық сауығу 3–4 тәулікте, жалпы жағдайдың айқын жақсаруы
	Анықталмады

	«Жігер» ШҚ
	Қарағанды обл., Бұқар жырау ауд.
	30
	Интрана-зальды және жергілікті өңдеу
	4 мл (әр танауға 2 мл); 1 мл (жергілікті)
	5–7
	Оң динамика, клиникалық белгілердің бәсеңдеуі
	Анықталмады

	«Ержан» ШҚ
	Қарағанды обл., Қарқаралы ауд., Мади ауылдық округі
	20
	Интрана-зальды
	4 мл (әр танауға 2 мл)
	5–7
	Клиникалық сауығу 3–4 тәулікте
	Анықталмады

	Барлығы
	–
	140
	–
	–
	–
	Барлық жануарларда оң клиникалық нәтиже
	Тіркелмеді



17-кестеде «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратының өндірістік сынақтарының нәтижелері шаруашылықтар бойынша жинақталған түрде көрсетілген. Зерттеулер барысында барлық шаруашылықтарда биопрепаратты қолдану тұрақты оң клиникалық динамикамен сипатталды. Емдеу нәтижесінде жануарлардың жалпы клиникалық жағдайының жақсаруы, дене температурасының физиологиялық деңгейге дейін төмендеуі, мұрын бөлінділерінің азаюы және жергілікті қабыну белгілерінің бәсеңдеуі тіркелді. Клиникалық сауығу көпшілік жағдайда ем басталғаннан кейінгі 3–4 тәулікте байқалды, бұл қолданылған терапиялық сызбаның тиімділігін көрсетті.
Биопрепаратты интраназальды және жергілікті енгізуді кешенді қолдану жоғары нәтижелілік көрсетті, бұл оның өндірістік жағдайда әмбебап қолданылуын дәлелдейді. Сонымен қатар, бақылау нәтижесінде жанама әсерлер мен асқынулар тіркелмеді, бұл биопрепараттың биологиялық қауіпсіздігін айқындайды.
Жалпы алғанда, алынған деректер «Streptophagum equi» биопрепаратының жылқы сақауын емдеуде өндірістік жағдайда жоғары клиникалық тиімділікке және қауіпсіздікке ие екенін көрсетеді. Биопрепаратты қолдану клиникалық белгілердің жылдам регрессіне, қабыну үдерісінің бәсеңдеуіне және жануарлардың жалпы жағдайының қысқа мерзімде қалпына келуіне ықпал етті.
ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛҚЫЛАУ

Жылқы сақауы (Streptococcus equi subsp. equi қоздыратын инфекциялық ауру) тарихи тұрғыдан жылқы шаруашылығында кең таралған, жоғары контагиоздылығымен және эпизоотологиялық тұрақтылығымен сипатталатын инфекциялардың бірі болып табылады. Әдеби деректерде бұл аурудың әскери жылқылармен байланысты эпизоотиялар кезеңінде кең таралғаны, кейіннен популяция ішінде сақталып қалғаны көрсетіледі. Сақау ауруының қазіргі кезеңде де өзектілігін жоғалтпауы тарихи эпизоотологиялық алғышарттармен ғана емес, сонымен қатар қоздырушының популяциялық деңгейде персистенциялану қабілетімен де түсіндіріледі (Waller, 2016; Waller, 2014).
Аурудың қайта өршуі клиникалық айыққаннан кейін қалыптасатын субклиникалық тасымалдаушылықпен және жұтқыншақ қапшықтарында қоздырушының ұзақ уақыт сақталуымен тығыз байланысты (Parkinson, Newton, Waller, 2011; Newton et al., 1997). Персистенцияланатын тасымалдаушылар эпизоотиялық тізбектің үзілмеуіне ықпал етіп, инфекцияның шаруашылықтар арасында тұрақты айналымда болуына жағдай жасайды (Laing, Christley, Stringer, 2018; Pringle et al., 2019). Осы тұрғыдан алғанда, сақау ауруын бақылау клиникалық жағдайларды тіркеумен ғана шектелмей, жасырын тасымалдаушыларды уақтылы анықтау және оқшаулау шараларымен толықтырылуы тиіс.
Сонымен қатар, Streptococcus equi популяциясының геномдық әртүрлілігі мен штаммдардың эволюциялық өзгергіштігі ауруды бақылау, диагностикалау және вакцинация стратегияларын жетілдіруді талап етеді (Robinson et al., 2015; Waller, Jolley, 2007; He et al., 2025). Жануарлардың қозғалысы мен халықаралық тасымалы инфекцияның трансшекаралық таралуына ықпал ететіні молекулалық-эпидемиологиялық зерттеулерде дәлелденген (Mitchell et al., 2021; McGlennon et al., 2021). Сондықтан сақауды диагностикалау, бақылау және алдын алу кешенді тәсілді талап етеді. Қазіргі заманауи стратегиялар жетілдірілген зертханалық диагностика әдістерін, тасымалдаушыларды анықтау мен оқшаулауды және вакцинация бағдарламаларын үйлестіре қолдануды қарастырады (Boyle et al., 2018; McLinden et al., 2023). Бұл деректер сақау ауруының қазіргі ветеринариялық практикада да өзекті мәселе болып қала беретінін көрсетеді.
Клиникалық практикада антибиотиктерді кеңінен қолдану Streptococcus equi және басқа да жылқы патогендерінің антимикробтық препараттарға сезімталдығының төмендеуіне алып келгені анықталған. Францияда, Швейцарияда және басқа елдерде жүргізілген зерттеулерде бактериалды изоляттардың бірнеше антибиотиктерге төзімділік көрсету үрдісі тіркелген (Léon et al., 2020; Spijk et al., 2016; Awosile et al., 2018). Бұл жағдай дәстүрлі терапияның тиімділігін шектеп, патогенге бағытталған, селективті және резистенттілікке тәуелсіз биологиялық тәсілдерді іздестіру қажеттілігін арттырады (Rizzo et al., 2023; Simjee et al., 2022).
Антибиотикке төзімді бактериялармен күресте бактериофагтарға негізделген терапия перспективалы бағыт ретінде қарастырылады. In vitro зерттеулерде антимикробтық дәрілерге төзімді изоляттарға қарсы фагтардың жоғары литикалық белсенділігі көрсетілген (Pallavali et al., 2017; Hyman, Abedon, 2010). Жануар модельдері мен клиникалық зерттеулерде фаготерапияның қауіпсіздігі мен тиімділігі дәлелденіп, оның бактериалдық инфекцияларды емдеуде қолдану мүмкіндігі негізделген (Abedon et al., 2011; Taati Moghadam et al., 2020; Gangwar et al., 2020). Осылайша, әдеби деректер сақау ауруының эпизоотологиялық тұрақтылығын, антибиотикке төзімділік проблемасының өзектілігін және альтернативті терапиялық тәсілдерді әзірлеудің қажеттілігін айқын көрсетеді. Осы зерттеу аталған алғышарттарды ескере отырып, Streptococcus equi-ге телімді бактериофагқа негізделген биологиялық препарат әзірлеуге бағытталды, бұл қазіргі ветеринариялық фаготерапияның даму үрдістерімен үндес келеді (Domingo-Calap, Delgado-Martínez, 2018; European Medicines Agency, 2023).
Жүргізілген зерттеуде эпизоотологиялық, микробиологиялық және молекулалық-генетикалық әдістер кешені қолданылып, сақаумен ауырған жануарлардан және қоршаған орта объектілерінен Streptococcus equi-ге телімді литикалық бактериофагтар бөлініп алынды. Табиғи эпизоотиялық ошақтардан фагтарды іздестіру олардың экологиялық бейімделуін қамтамасыз ететін тиімді тәсіл ретінде сипатталады (Nair et al., 2022; Issabekov et al., 2022). Зерттеу барысында бөлінген фагтар жоғары литикалық белсенділік пен тар телімділік көрсетті, бұл олардың селективті әсер ету қабілетін айқындайды (Hyman, Abedon, 2010; Pires et al., 2016).
Электрондық микроскопиялық зерттеу нәтижелері бөлінген фагтардың Siphoviridae морфотипіне сәйкес келетінін көрсетті, бұл стрептококктарды зақымдайтын фагтар арасында кең таралған құрылымдық тип болып табылады (Ackermann, 2007; Jin et al., 2019). Морфологиялық сипаттамалар фагтардың құрылымдық тұтастығын ғана емес, сонымен қатар олардың тұрақты биологиялық қасиеттерін де жанама түрде растады. Осы фагтардың ішінде фаг №1 жоғары литикалық белсенділігімен, физика-химиялық тұрақтылығымен және морфологиялық айқындығымен ерекшеленіп, әрі қарайғы тереңдетілген зерттеулер үшін таңдап алынды.
Фаг №1-дің адсорбция кинетикасының жоғары жылдамдығы (1–5 минут) және қысқа латентті кезеңі (30 минут) оның айқын литикалық типке жататынын дәлелдеді. Бірсатылы өсу қисығы бойынша анықталған жоғары фагтық шығым инфекциялық ошақтағы бактериалды жүктемені жедел төмендету әлеуетін көрсетті (Hyman, Abedon, 2010; Abedon et al., 2011). Бұл қасиеттер фагтың терапиялық тұрғыдан құнды биологиялық агент екенін айғақтайды, өйткені мұндай көрсеткіштер патогенмен тез байланысуға, бактериялық жасушаларда жылдам репликациялануға және қысқа уақыт ішінде айқын литикалық әсер көрсетуге мүмкіндік береді.
Геномдық талдау нәтижесінде фаг геномында вируленттік және антибиотикке төзімділік гендерінің анықталмауы оның биологиялық қауіпсіздігін растады. Терапиялық фагтарды іріктеу кезінде геномдық қауіпсіздік скринингі халықаралық ұсынымдарда міндетті талап ретінде қарастырылады (European Medicines Agency, 2023; Palma, Qi, 2024). Сонымен қатар, hyaluronidase тәрізді ферментті кодтайтын геннің анықталуы фаг адсорбциясының тиімділігін арттырумен байланысты құрылымдық-функционалдық фактор ретінде бағаланды, өйткені мұндай фермент бактериялық капсуланы ыдырату арқылы фагтың жасуша беткейіне жетуін жеңілдетуі мүмкін (Pires et al., 2016). Бұл дерек зерттелген фагтың литикалық әлеуетін молекулалық деңгейде қосымша негіздейді.
Фаг негізінде әзірленген Streptophagum equi биопрепараты стерильділік, pH және литикалық белсенділік көрсеткіштері бойынша ветеринариялық иммунобиологиялық препараттарға қойылатын талаптарға сәйкес келді (МЕМСТ 28085–2013; МЕМСТ 31926–2013). Ақ тышқандар моделінде препараттың уытты әсері тіркелмеді, бұл фаготерапияға тән жоғары қауіпсіздік профилін сипаттайтын әдеби деректермен сәйкес келеді (Wittebole et al., 2014; Palma, Qi, 2024). Биопрепараттың тұрақтылығы мен стандартталған сапалық көрсеткіштері оның ветеринариялық практикада қолдануға жарамдылығын растайтын маңызды алғышарттардың бірі болды.
Эксперименттік сақау моделінде фаготерапия қолданылған топтарда клиникалық қалпына келу мерзімі қысқарып, Streptococcus equi-дің микробиологиялық элиминациясы антибиотиктік терапиямен салыстырғанда тиімдірек өтті. Антибиотиктердің іріңді ошақтарға шектеулі диффузиясы және бактериялардың биопленка түзу қабілеті олардың тиімділігін төмендетсе, фагтардың инфекциялық ошақта репликациялануы мен биопленкалық құрылымдарды бұзу қабілеті терапиялық артықшылығын айқындады (Taati Moghadam et al., 2020; Pires et al., 2016). Бұл фаготерапияның патогенетикалық тұрғыдан негізделген емдеу тәсілі екенін көрсетеді.
Клиникалық және микробиологиялық нәтижелер гематологиялық және биохимиялық көрсеткіштермен де расталды. Биопрепаратпен емделген топта эритроциттер, гематокрит және лейкоциттік көрсеткіштер интактты бақылауға жақын болды, ал жұқтырылған бақылау және антибиотикпен емделген топтарда анемиялық және қабынулық өзгерістер айқынырақ сақталды. Сонымен қатар, фаготерапия қолданылған топта ALT, AST, жалпы билирубин, глобулиндер және жалпы ақуыз көрсеткіштерінің қолайлы динамикасы организмнің функционалдық күйінің жақсырақ қалпына келгенін көрсетті.
Алынған нәтижелер тек зертханалық және эксперименттік деңгейде ғана емес, табиғи өндірістік жағдайда да расталды. Streptophagum equi биопрепаратының өндірістік сынақтары Қарағанды облысының жылқы шаруашылықтарында жүргізіліп, препараттың клиникалық сақау белгілері бар жануарларда емдік, ал инфекция ошағымен эпизоотологиялық байланыста болған жылқыларда профилактикалық мақсатта қолдануға жарамды екені көрсетілді. Өндірістік сынақтар барысында биопрепаратты интраназальды және жергілікті қолдану аурудың негізгі клиникалық белгілерінің бәсеңдеуіне, жергілікті қабыну үдерісінің регрессіне және жануарлардың жалпы клиникалық жағдайының жақсаруына ықпал етті. Алғашқы клиникалық оң өзгерістердің 2-тәуліктен бастап байқалуы препараттың табиғи жағдайда да тиімді әсер ететінін көрсетті.
Зерттеу нәтижелерінің практикалық маңыздылығы биопрепаратқа қатысты әзірленген нормативтік және регламенттік құжаттармен де бекітілді. Атап айтқанда, Streptophagum equi биопрепаратына арналған нормативтік-техникалық құжат ҰС 405-1919-04 МК-143-2023 әзірленді (Қосымша Ж), сондай-ақ препаратты дайындау және бақылау жөніндегі нұсқаулық рәсімделді (Қосымша И). Бұдан бөлек, биопрепарат Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігі Ветеринариялық бақылау және қадағалау комитетінде тіркеліп, № РК-ВП-4-5745-25 тіркеу куәлігі алынды (Қосымша К). Бұл құжаттар зерттеу нәтижелерінің қолданбалы маңызын күшейтіп, әзірленген фагтық биопрепараттың ветеринариялық практикаға енгізуге дайындалғанын көрсетеді.
Қорыта келгенде, жүргізілген зерттеулер Streptococcus equi-ге телімді литикалық бактериофагтарды бөліп алуға, олардың негізгі биологиялық және молекулалық-генетикалық қасиеттерін сипаттауға және осы фаг негізінде Streptophagum equi биопрепаратының зертханалық үлгісін әзірлеуге мүмкіндік берді. In vivo модельдердегі және өндірістік сынақтардағы нәтижелер фаготерапияның клиникалық сауығуды жеделдетіп, микробиологиялық санацияны күшейтіп, гематологиялық және биохимиялық көрсеткіштердің тұрақтануына оң әсер ететінін көрсетті. Осылайша, алынған деректер аталған фагтық биопрепараттың биологиялық қауіпсіз, клиникалық тиімді, нормативтік тұрғыдан рәсімделген және ветеринариялық практикада қолдануға перспективалы құрал екенін негіздейді.




















ҚОРЫТЫНДЫ

1. Зерттеу барысында сақаумен ауырған құлындардан және қоршаған орта нысандарынан биоматериал үлгілері жиналып, эпизоотологиялық тұрғыдан қолайсыз шаруашылықтардан барлығы 117 сынама зерттелді. Нәтижесінде Streptococcus equi қоздырғышының 3 патогенді өсіндісі бөлініп алынды.
2. [bookmark: _GoBack]Streptococcus equi патогендік штамдарына қатысты 6 литикалық бактериофаг изоляты алынып, олардың ішінен литикалық белсенділігі, телімділігі және тұрақтылығы жоғары Streptococcus equi фаг №1 сұрыпталды. Аппельман әдісі бойынша соңғы толық лизис 10-8 сұйылтуда тіркелді, ал Грациа әдісімен фаг титрі 10-9 PFU/мл деңгейінде анықталды. Адсорбция кинетикасы мен бірсатылы өсу қисығы фагтың жоғары репродуктивтік белсенділікке ие екенін көрсетті. 
3. Бөлініп алынған фагтың морфологиялық, протеомдық және молекулалық-генетикалық қасиеттері кешенді зерттелді. Электрондық микроскопиялық талдау оның стрептококктық фагтарға тән морфотипке жататынын көрсетті, ал толық геномдық секвенирлеу нәтижесінде геномының ұзындығы 40 535 bp екені анықталды. BLAST және филогенетикалық талдаулар фагтың Streptococcus phage T9 тобына жақын екенін көрсетті. Геномында вируленттік факторлар мен антибиотикке төзімділік гендерінің болмауы оның биологиялық қауіпсіздігін растады. Фагтың нуклеотидтік тізбегі GenBank халықаралық дерекқорына тіркеліп, фаг микроағзалар коллекциясында депондалды. 
4. Таңдап алынған жоғары белсенді бактериофаг негізінде жылқы сақауын емдеуге арналған «Streptophagum equi» фагтық биопрепараты әзірленіп, оны алудың тоғыз кезеңнен тұратын технологиялық схемасы жасалды. Биопрепараттың сапасы стерильділік, литикалық белсенділік, pH және тұрақтылық көрсеткіштері бойынша бағаланып, ветеринариялық иммунобиологиялық препараттарға қойылатын талаптарға сәйкес келетіні анықталды. Препараттың in vivo қауіпсіздігі дәлелденді, ал сақтау барысында 24 ай ішінде фаг титрі ең төменгі нормативтік талаптан төмендеген жоқ. 
5. «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратына in vivo, өндірістік және комиссиялық сынақтар жүргізіліп, оның жоғары клиникалық тиімділігі дәлелденді. Фаготерапия қолданылған топтарда дене температурасы ертерек қалыпқа келіп, лимфаденит жылдам регреске ұшырады, Streptococcus equi-дің микробиологиялық элиминациясы антибиотиктік терапиямен салыстырғанда қысқа мерзімде байқалды, ал гематологиялық және биохимиялық көрсеткіштер интактты мәндерге жақындады. Өндірістік сынақтарда препараттың табиғи жағдайда емдік және профилактикалық мақсатта тиімді екені көрсетілді. Осы нәтижелер негізінде интраназальды 4 мл және абсцесс қуысына тікелей 1 мл енгізу оңтайлы терапиялық схема ретінде айқындалды. Сонымен қатар, биопрепаратқа арналған нормативтік-техникалық құжаттама әзірленіп, тіркеу куәлігі алынды және ол Қазақстан Республикасында ветеринариялық практикада қолдануға рұқсат етілген препараттар тізіміне енгізілді.
ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫСТАР

1. Жылқы сақауын емдеудің клиникалық практикасына фаготерапияны енгізу. Сақау ауруының клиникалық белгілері анықталған жағдайда «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратын жергілікті емдік құрал ретінде қолдану ұсынылады. Зерттеу нәтижелері бойынша ең тиімді терапиялық режим ретінде препаратты тәулігіне 1 рет интраназальды жолмен жалпы 4 мл көлемінде (әр танауға 2 мл) енгізу ұсынылады. Жақасты лимфа түйіндерінде абсцесс қалыптасқан жағдайда биопрепаратты абсцесс қуысына тікелей 1 мл көлемінде енгізу ұсынылады.
2. Фаготерапияны антибиотиктерге балама немесе қосымша емдік тәсіл ретінде қолдану. Сақау ауруының абсцестену кезеңінде, сондай-ақ антибиотиктік терапияға клиникалық жауап баяулаған жағдайларда «Streptophagum equi» биопрепараты негізгі немесе қосымша емдік құрал ретінде қолданылуы мүмкін. Биопрепаратты қолдану дене температурасының ерте қалыпқа келуіне, лимфадениттің регрессіне және Streptococcus equi қоздырушысының микробиологиялық элиминациясының жеделдеуіне ықпал етеді.
3. Ветеринариялық практикаға және өндірістік деңгейге енгізу «Streptophagum equi» фагтық биопрепаратын жылқы сақауын емдеу және эпизоотологиялық бақылау мақсатында ветеринариялық практикаға енгізу ұсынылады. Биопрепаратқа арналған нормативтік-техникалық құжаттар пакеті әзірленіп, бекітілген, препаратты өндірістік деңгейде шығаруға қажетті ауқымдау жұмыстары жүргізілген, өндірістік сериясы дайындалып, сапа паспорты алынған. Осыған байланысты препаратты өндірістік деңгейде дайындау және ветеринариялық практикада қолдану ұсынылады.
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ҚОСЫМША А

«Bacteriophagum Str. equi /НИИПББ/BV-0002» бактериофагының депондалғандығы туралы анықтама
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ҚОСЫМША Б

«Bacteriophagum Str. equi /НИИПББ/BV-0002» бактериофагының паспорты
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Қосымша Б жалғасы
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ҚОСЫМША В

Патент «Бактериофаг «Bacteriophagum Str. equi /НИИПББ/BV-0002» штаммынан сақауға қарсы биопрепарат алу»
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ҚОСЫМША Г

Биологиялық этика жөніндегі жергілікті комиссияның қорытындысы
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ҚОСЫМША Д

«Streptophagum equi» биопрепаратының емдік тиімділігін комиссиялық бағалау туралы бұйрық
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ҚОСЫМША Е

«Streptophagum equi» биопрепаратының комиссиялық сынақтардың 
қорытынды актілері

[image: ]
Е.1 – Биопрепараттың терапиялық әсерін бағалау қорытынды актісі, 1 бет
Қосымша Е.1 жалғасы
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Е.1 – Биопрепараттың терапиялық әсерін бағалау қорытынды актісі, 2 бет


Қосымша Е жалғасы
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Е.2 – Биопрепараттың литикалық белсенділігін бағалау қорытынды актісі

Қосымша Е жалғасы
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Е.3 – Биопрепараттың Streptococcus equi қоздырушысына телімділігін бағалау қорытынды актісі

Қосымша Е жалғасы
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Е.4 – Биопрепараттағы сутек иондарының концентрациясын (pH) анықтау бойынша қорытынды актісі

Қосымша Е жалғасы
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Е.5 – Биопрепараттың уыттылығын анықтау жөніндегі комиссиялық сынақтың қорытынды актісі

Қосымша Е жалғасы
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Е.6 – «Streptophagum equi» биопрепаратының бастапқы қаптамасының тұтастығын және органолептикалық көрсеткіштерін анықтау бойынша комиссиялық сынақтың қорытынды актісі

ҚОСЫМША Ж

Streptophagum equi биопрепаратының нормативті техникалық құжаты 
ҰС 405-1919-04 МК-143-2023
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Қосымша Ж жалғасы
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ҚОСЫМША И

«Streptophagum equi» биопрепаратын дайындау және бақылау жөніндегі нұсқаулық
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ҚОСЫМША К

Streptophagum equi биопрепаратының ҚР АШМ Ветеринариялық бақылау және қадағалау комитетінің тіркеу куәлігі № РК-ВП-4-5745-25
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ҚОСЫМША Л

Шаруа қожалығы жағдайында сынау актісі
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Л.1 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 1 бет


Қосымша Л.1 жалғасы
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Л.1 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 2 бет


Қосымша Л жалғасы
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Л.2 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 1 бет

Қосымша Л.2 жалғасы
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Л.2 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 2 бет

Қосымша Л жалғасы
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Л.3 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 1 бет

Қосымша Л.3 жалғасы
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Л.3 – Шаруа қожалығы жағдайында жылқыларға арналған
Streptophagum equi емдік биопрепаратын сынау актісі, 2 бет
ҚОСЫМША М

Сертификаттар
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М.1 – М.К. Сармыкованың «ОҚМА» АҚ 45 жылдығы аясындағы өткізілген II Халқаралық конференцияда алған I дәрежелі дипломы


[image: ]
М.2 – М.К. Сармыкованың Халқаралық ғылыми-практикалық конференцияға қатысқаны үшін алған сертификаты

Қосымша М жалғасы

[image: ]

М.3 – М.К. Сармыкованың  ғылыми тағлымдамадан өткені үшін берілген сертификаты
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М.4 – М.К. Сармыкованың Францияда өткен «Биоинженерия және биотехнология» атты Халқаралық ғылыми-практикалық конференцияға қатысқаны үшін алған сертификаты

ҚОСЫМША Н

Bacteriophagum Streptococcus equi/RIBSP/BV–0002 геномдық реттілік

LOCUS Bactriophagum Streptococcus equi/RIBSP/BV–0002 40535 bp    
КEFINITION Bactriophagum Streptococcus equi/RIBSP/BV–0002 genomic sequence. 
ACCESSION    
VERSION     
KEYWORКS. 
SOURCE       Bactriophagum Str. equi 
ORGANISM  
REFERENCE   1 (bases 1 to 40535) 
AUTHORS   Melisbek A., Usserbaev B., 	Yespembetov B., Syrym N., Zinina N., Sarmykova M, Serikbay E., Toitanova L., Sambetbayev.A, Bulatov E., Alihanov K., Tileukhanov K. anК Burashev Y.
TITLE     Кirect Submission 
JOURNAL   SubmitteК Molecular biology, Research Institute for Biological Safety Problems, Momyshyly, Zhambylskaya Oblast, GvarКeiskiy 080409, Kazakhstan
FEATURES             Location/Qualifiers
     source          1..40535
                     /organism="Bactriophagum Streptococcus equi/RIBSP/BV–0002"
                     /strain="RIBSP/BV–0002"
     gene            complement(525..1223)
                     /gene="EQ–EQ–001"
     CКS             complement(525..1223)
                     /gene="EQ–EQ–001"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="integrase"
                     /translation="MAFYRKLКSGWEYRITYRКSQGKEKEKSKRGFKTKTLAKVAAQQ
                     AETКLNTLTAКLLКITVLКYNKRWAКTYKRPHITAKTWQRYTKNFKHIEHYFGTRKLK
                     SITNTFYQQVLNКFGEKVAHQTLКKFHYQIKGACKMAIRКGIIRКNFAКEAIVRSQKP
                     AKEESEKFMEEFEYLAFIKTAKКKIKYPSYLTTYIKAITGLRFAEAQGLTWKКIКFКN
                     GYVКVNKTFКYSIS"
     gene            complement(1342..1893)
                     /gene="EQ–EQ–002"
     CКS             complement(1342..1893)
                     /gene="EQ–EQ–002"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MКITKLKGFAIAAAGKAKКGAIKANELRKKASQERKMVLPPALN
                     FRLGTPTAIRKTIКGKYYIGFYSETPELYEFVNLQFКGSRIIEKTVTKGKTIQRGRSG
                     SVLGGAAIGTVLVPGVGTIVGGMTGGARKKIGTINTTGTTTSEEIPGKATVALRNIQT
                     GEVKTLKTKLTQVQYVКVNNFFK"
     gene            complement(1904..2287)
                     /gene="EQ–EQ–003"
     CКS             complement(1904..2287)
                     /gene="EQ–EQ–003"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MMTPETVCQEKGIКLVYFКGRGTNTPGMFNKKHNVIAIКTYLКG
                     IYKHKVIYHELGHREHTASYYKLNKEKAELPAКRCMIHHLLKEELSYWКNMEКFNYIQ
                     FMEKYELTSIAКEVMVKVELEFLIS"
     gene            complement(2301..2660)
                     /gene="EQ–EQ–004"
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CКS             complement(2301..2660)
                     /gene="EQ–EQ–004"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="phage repressor"
                     /translation="MTMFEVYSRIEALAQKRGVSLQKVATКIGLSENYIYNLTSNKTA
                 NTКPIEKIANYFNVSTКYLLGRTКNPKIAQКGHASVAIКLKNКAEETFFFКGHELNКE
                     КKКLITSILETRIKNSK"
     gene            3416..3562
                     /gene="EQ–EQ–005"
     CКS             3416..3562
                     /gene="EQ–EQ–005"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="transcriptional repressor"
                     /translation="MSКNTVAVEKIKKYLLКNKLKQVКLAVSYNKEQQКVANILAGRK
                     KКPA"
     gene            3619..3858
                     /gene="EQ–EQ–006"
     CКS             3619..3858
                     /gene="EQ–EQ–006"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MKQLLNAILERNLMTКAEKQNYКALFINIFESLEKLEEGYКFSS
                     VATTTGVQNSGGVQYRECQEКGTVVKTVSKRSLGY"
     gene            3924..4199
                     /gene="EQ–EQ–007"
     CКS             3924..4199
                     /gene="EQ–EQ–007"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MКSRLLQMLКEFEAGLIКRKVKFMKMINNETETYPLELNKKQVS
                     KMFGIКPKTFКARFNSHKКFPRIETGGREKYPRКLVIEWYHRNWRIT"
     gene            4196..4366
                     /gene="EQ–EQ–008"
     CКS             4196..4366
                     /gene="EQ–EQ–008"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MNKLELFLLATTIVLAIIARVQYEIIKKHNSPENKRKIFREVAL
                     ENIKKWSAERYV"
     gene            4562..4942
                     /gene="EQ–EQ–009"
     CКS             4562..4942
                     /gene="EQ–EQ–009"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MTTFEKVISKLHRIEGELAKPESERRКNSYHLSALLGSIKQКLK
                     LMLWIELPSLNNVEQYEALYQGNКFKFSETFLERQATRKAFWTRSAKETFKEКQКRRN
                     FVKLAEKELKGATLSWQEFLWGKK"
     gene            4942..5094
                     /gene="EQ–EQ–010"
     CКS             4942..5094
                     /gene="EQ–EQ–010"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MNISIKLIGETLAGLNКILRQGGLSCSQNQALAAAVFILTALKQ
                     VIEERK"
     gene            5382..5681
                     /gene="EQ–EQ–011"
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CКS             5382..5681
                     /gene="EQ–EQ–011"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MIEVTFKAESMSGVFAAMRAALКMPKTVTKККVEEKPAPKKKEE
                     SVTLTLAКIKKMAKAKVEEGKSKYIKEVLKEMNVAKVGELEEYQFAEFVEKLEAL"
     gene            6113..6838
                     /gene="EQ–EQ–012"
     CКS             6113..6838
                     /gene="EQ–EQ–012"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MPVSANQNPQMGLYALGAYASYКMVYКFКRIKMTIIQRRLКSVS
                     SVКIYVEELLCWAКNIVLPMAAQAКAGIGКWNLSAKVLQWSPVAAKLVPRAQENWELI
                     КKYКYQEPVYLSКEAVAESLКKASAIKKWVESVEAYALKEALSGKEVPGYKIVEGRSN
                     RVITКKКKAIКILQКNGFККEIFKPKELLAMGGLEKLIGKTTFAКLLAEVIHKPQGKP
                     VLVPEKКKRPAINSLEQAIKКFE"
     gene            7109..7357
                     /gene="EQ–EQ–013"
     CКS             7109..7357
                     /gene="EQ–EQ–013"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MКTEEQPEYAGHMFMSISSKAKPQIIКKYKNSVASAEEVYSGVY
                     ARVSLNAYAYNTAGNKGISCGLNNVQIVAKGКYLGGRS"
     gene            9384..10286
                     /gene="EQ–EQ–014"
     CКS             9384..10286
                     /gene="EQ–EQ–014"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="primase"
                     /translation="MKQEKLIVKSAPLQELQIATGSSRTAKTWKNITLTWQELVGRLE
                     KPTVTQKTFAEHQKMSRAEKGQAKКVGGFGGGWLKQGKRKNANVQSRSLVALКAКSPS
                     KКFLКRLКLLAКYAYVLYSTHSHSKKPAKYRLIIPTКRLMMPКEYEPVARYLANQLGI
                     SNFККTTYQSVRLMFWPSHSRКAКFTFKYNКEALLSVКEVLКTYPКWHКSSFWAESPT
                     HAVKRQREAKKQGКPLSKKGLIGAFCRNYКIRQAIATILPEVYEEGTTPКRYTYTКGS
                     TANGLVIYКEVFAYSHRRКRSRGG"
     gene            10390..11769
                     /gene="EQ–EQ–015"
     CКS             10390..11769
                     /gene="EQ–EQ–015"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="primase"
                     /translation="MNAFVCКIPEIKКYLMAEAVGКFКEELPVEККRSWLEIКERGEP
                     EVNSYLLATQIIKEVPIYWКGLEFLRYКANKGIWLPNAEEYLKSYISTKKLGKITKIR
                     HISETIVAIKAQAFSSEVFTESКLNKIVLVNGVYКLRКNSFKTKFКQELHVKPSHPVA
                     YAPEAACETFEGFLRETVGAENIКFIFVRFGYNFYREYTIQKMLFIYGSCGNGKSTLI
                     NILREMIGAКNYSAVTLQYLRQERFAKIGLYRKAANFКTКAKPQYLAКGATLKMLTGE
                     КTIHAКRKNKEPIKFYNYAKLSFAMNELPPMRКFSGGLKRRMMILEKКKVLTQEVKAK
                     YPLКKIMSAVPGIFNRAMEGLRNALSKRКFRISASMRSSVEKWEKGNКVVAMFLEКEC
                     ELGEКFKVPVRКVYPAYKFYRQКSGYKPLARNSFTQRMNEPNFENKNAKMEGKTVRCW
                     IGFRIKGEF"
     gene            12136..12411
                     /gene="EQ–EQ–016"
     CКS             12136..12411
                     /gene="EQ–EQ–016"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MRTAEКIENYLKKKTKGLCLKFTSPGTIGVPКRIVVMNTGTFFV
                     EVKAPGKKPRPSQVAMHKKVKEAGQLVWVVКSYESVКMALKEVENWV"
     gene            12483..13730
                     /gene="EQ–EQ–017"
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CКS             12483..13730
                     /gene="EQ–EQ–017"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="helicase"
                     /translation="MGLGKTLTTLSAIКEIQNIFSEКHKILIVAPKKVAEETWPTEIE
                     KWHFКFTYSKVLGSEGKRIEALETEAКIYLINRENVTWLVEYYKTKWPFTFVVIКELS
                     SFKSSKSKRFRALRKVRPKVQRLVVLTGTPAPNSLMКLWPQIYLMКRGКRLETSQTRF
                     KКKYFVPКKRNGPIVYSWTLRКGAEAEIYNKIEКICVSMKAKКYLKLPPRTNNVVSVK
                     LTNMKAYKQLEAКLVLEFKКKEISAANSAVLVNKLLQMANGAIYКAКKTPVAIHККKL
                     КALEКIVEESQGQPILVFYQYQHКFERLKKRFPQAEELTSVКKWNYGRIPILLCHPQS
                     AGHGLNLQKКGHIIVWFGLTWSLEYYQQANARLКRQGQTEPVFVHHIVAETTVКEKVL
                     RIFQGKEKNQNALLEAVKAQLGV"
     gene            13895..14068
                     /gene="EQ–EQ–018"
     CКS             13895..14068
                     /gene="EQ–EQ–018"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MTKQELIEEIEКEINКIКLLIККYQYEIКELERКIКELКTQKКI
                     LKRKLENLLESVE"
     gene            14065..14337
                     /gene="EQ–EQ–019"
     CКS             14065..14337
                     /gene="EQ–EQ–019"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MMTEQQMIКCLLYELAKKКNAIKNKSIIIAVLTAVLCLVSVLSI
                     ALQNHYEPLITGLQSQLRRTQYQLKRASEКRAIQTKRIAELTGNGG"
     gene            14334..14459
                     /gene="EQ–EQ–020"
     CКS             14334..14459
                     /gene="EQ–EQ–020"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MIMLLIКELKKCESSYEIFSKPVVLSRКLYIFWRIGКEКGQ"
     gene            14540..14956
                     /gene="EQ–EQ–021"
     CКS             14540..14956
                     /gene="EQ–EQ–021"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="transcriptional activator"
                     /translation="MSRLSNAQLKAFКEWLFКYRFIКNKIALRKLELQTКMNTEVКKN
                     IGGGRANFASKVTEКVVARWКSКRELKGLSNFKEAVIATPNLLКEELTNIFNLRWGVG
                     TSNTWEEIAYTRHLSRKSIYRKRERILEIFSKKIGM"
     gene            15004..15498
                     /gene="EQ–EQ–022"
     CКS             15004..15498
                     /gene="EQ–EQ–022"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="terminase small subunit"
                     /translation="MSLMERQIVSCLFVMLGGКGKLSKLTLKQKRFAEEYMISANATA
                     AAIKAGYSKKTARSIGQENLTKPКIKAYIКERLEKLESEKIATQEEVLQYLTSIMRGК
                     QQEETLISVGEFGQKIVКIКVGAKКRIKAVELLGKRYRLFTКKVEMVVSSКVTINVGE
                     WККК"
     gene            15488..16603
                     /gene="EQ–EQ–023"
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CКS             15488..16603
                     /gene="EQ–EQ–023"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="terminase large subunit"
                     /translation="MTTKQRPKINIVIKHPSKVFNKRIYКKLYNYSNFTEVHYGGASI
                     GKSHGVFQKIILKALNPKFKHPRKILVLRKIGATVRКSVFAКIMSNLSYLGILКKCKI
                     NMSAFRITLPNGAEFIFQGMКNPEKIKSIKGISКVVMEEAREFTLККYTQLTLRLRКK
                     KHLEKQIYLMFNPVSKКNWVYKAFFVKTPKNTVVYQTTYKКNRFLККVTRENIEELКN
                     RNEAYHKIYALGQFATLКKLIFPKYКKQILNKКKLSHLPSFFGLКYGIINКPSALLHV
                     KIККVNKKLYTLEEYVRKNLTNКKIANAIKКLGYAKEEIRGКSAEKKSNQELRNLGIP
                     KMIКVTKGPGTVIQGIQYLLQYКWKVКERCVKTIEEL"
     gene            16844..18313
                     /gene="EQ–EQ–024"
     CКS             16844..18313
                     /gene="EQ–EQ–024"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="portal protein"
                     /translation="MLQEКFEAIКYESKLWIКQLKNYISRFKAEQLERLKELKRYYLG
                     КNNIKYRPAKTNKYAAКNRIASКFANYIRVFEQGFMLGVPVEYKNENKКLQAAIКIMS
                     VRNNEКYHNVKIKTКLSIYGRAYELLTVEKMККKKTEVKLYQLPAEQTFLIYККTYQR
                     NSLMAVHFYКIКYGSGKRKQIIKAYTSКTIYTYEКYNLETKGMRLKКYEGHFFRGVPV
                     NEYANNEERTGAYESVLКNIКAYКLSQSELANFQQКSVNALLVIAGNAYTGAКGNКYL
                     ККGRLNPNGRLAISIGFKKAQVLILAКNPNTNGVKPQAYFLKKEYКTAGSEAYKNRLV
                     AКILRFTFTPКTQКMKFSGVQSGESMKYKLMASКNYREKQERLFKKGLMRRLRLAANI
                     WAIKGNEATTYSLVNКTSIVFTPKLPQNКNEIVTAAQNLYSIVSHQTIFEILHIVTGV
                     GAEAELERLKEEAКKKQSLPEPRLVGКASGQEEPTAEKP"
     gene            18273..19721
                     /gene="EQ–EQ–025"
     CКS             18273..19721
                     /gene="EQ–EQ–025"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="minor heaК protein"
                     /translation="MLVVKKNQRQKSLNYWQKRQKКILSYLКRTКLAVFSELQKLYКE
                     QAFELQKELFКFYTKYSEENKMTYQКVVKKLRHEКLSКYVANANKYRKQAAKКLELLK
                     RLNKQYVSARATRMКALNLALVYRAGILKGVLКSAFENHLKKVAPYAYRKAMGGRSGT
                     INGPVLEELVRTPFКGYNYSEQLWGNTКNLVKNLQKRLKQGFVRGEHPRAMARКLAKR
                     FNVANHRAETPIRTКGTMVINNATARRYLNAGLKYYRКLVRLККRTTEICCTIAKENK
                     RKLLSELKPGINVAPYHFNCRTTIIHКEКELSNEVEPIEКKSTKКFKКVTSКWIКGNE
                     HKPQLSLLNEYVKNGTPYKVКGHSVVLКHSNYEYRVANWLSKKTGLQVКMVPRVNSPE
                     HIKTPКYLVКGAPFКLKEITGSGKNFIКGNLRKAKKHAINIIFКITKTPLSFEEIMGQ
                     LEHIYMIКRRGLКISIIKNKКEVLGLLEKEGG"
     gene            19749..19937
                     /gene="EQ–EQ–026"
     CКS             19749..19937
                     /gene="EQ–EQ–026"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MКVRPSSFFISIIHHPIKTLKEENMFIWQMVLVALGGLVPILIV
                     GIAAIAVKSIIAELKKEG"
     gene            19942..20199
                     /gene="EQ–EQ–027"
     CКS             19942..20199
                     /gene="EQ–EQ–027"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MNKRIKKKRKLETAVVMLVSENAMQAEAIKNQNKQIMELKSIVQ
                     RNALATNEКLATVKAATLNNQSVIKAIGКTVКYIKKNYKRK"
     gene            20376..20945
                     /gene="EQ–EQ–028"
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CКS             20376..20945
                     /gene="EQ–EQ–028"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MAEENVTTETTEQVКTQKEAVEHPKHEYERTFTRAКISKMMAAE
                     RTKWESEQSAAIEKARKEGERLAKLSKКERAKEEKQKRLКAIAEGEKAVAEREMRIET
                     HSLLVEKGLPLКFIКIVLATTAEEVKANIКNLQTIFКKAVEKRVNКRLTQKPPRTGNG
                     SVGMTKAКIMAIEКККERMRLIAENRNLF"
     gene            20958..21743
                     /gene="EQ–EQ–029"
     CКS             20958..21743
                     /gene="EQ–EQ–029"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="major heaК protein"
                     /translation="MAEKNLNTMAКLGGIKSIКFVNKFSKSINКLLKLLGVTRLETLT
                     NКLKIQTYKWEVTLYQTКPGEGETIPLSKVTRTKКKКYTVKWFKKRRATTAEAIARHG
                     AARAITEAКKRIMRELQNGIKКAFFTFLKTKPTKVKGVGLQKALSASWVKLATFNEFE
                     GSPLVSFVSPLКVANYLGКTKVGAКASNVFGMTLLKNFWGMQNVIVMPSVPEGNIYST
                     AVENLVFASLNVKGGКLGGLFAКFTКETGLIAAARNRKLSNLT"
     gene            21857..22213
                     /gene="EQ–EQ–030"
     CКS             21857..22213
                     /gene="EQ–EQ–030"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MGКKQLIККIKLFIGISKGYGAQКELITLAIYESKERVLAKLNE
                     YSETEITKIPКRLRFIVRКVAIKRFNRINSEGAVEКSEEGKTFEWКSYLKEYVSTLRS
                     AAIGKVYSGKGVARFI"
     gene            22224..22502
                     /gene="EQ–EQ–031"
     CКS             22224..22502
                     /gene="EQ–EQ–031"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MIYKКTVILEYFКEQEКFLКKRTVEKPSGKIPCMENTFKKSEQM
                     GLFGKYКLNAFKLHLQGHYКGFSKNIYKAKSRLIKGLEYHKNSTVIYV"
     gene            22499..22843
                     /gene="EQ–EQ–032"
     CКS             22499..22843
                     /gene="EQ–EQ–032"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MSLIYRMRGLКRFLRSVERKQKSVRIAVКKELSKSAARIERQAK
                     ILAPVКTGWLRAQIYREQQRLLHYRVVSPALYSIYLELGTRKMEAQLFLКPALRKEWP
                     VLMANLKKMSKR"
     gene            23218..23745
                     /gene="EQ–EQ–033"
     CКS             23218..23745
                     /gene="EQ–EQ–033"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MANTKEGTTIEITTGKPIVGKKIFYFIQSVКAKKGSKALLPAYR
                     TКGTTTMGGEYIКEQTQQGRVIEKATКEHSIКLTTYFVPTКPSVAVIEEAKKMGKSIK
                     IWEVIAКGTVKEQIQIPESSGPKKКVYPAKFGYAKIКEIERGSGISКLVEMSYTANIV
                     GALQКGKFPLTKEEN"
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gene            24401..24634
                     /gene="EQ–EQ–034"
     CКS             24401..24634
                     /gene="EQ–EQ–034"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MEGLEYKQVAERENLSELSLKLRYTLNAKKVКVGKLKYКKHRLS
                     IKRSYQKASRSQAКSКSSIVERIQMLNNHFQNR"
     gene            29091..29660
                     /gene="EQ–EQ–035"
     CКS             29091..29660
                     /gene="EQ–EQ–035"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MYPENSКLFNFGLPGESTEКLQVIGSPHKPWKYRFKVILККTIT
                     YEFIGKTSQGLKYNLSFTLRTAELPFGETKPKКITLSGGSFAYGGSAKASQLКWPFII
                     KLTPSGGQTNFYIEIКGRRFEFKQNSQLQNSКKLLLTGIATTLNGNYVNAKTNYEYFI
                     FNPNPNKRITYKTКFLGTIRILNFVELYK"
     gene            29670..31652
                     /gene="EQ–EQ–036"
     CКS             29670..31652
                     /gene="EQ–EQ–036"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MITFLКHRКIEYGSISVIRHTNAVNGERSVSGEIYTNSКVLNNI
                     КRGWRLRFEКGYYVVIYAKPVEVGQKTQVSFКAIHQFFWКFSKSSIYEGLGКGSHTIК
                     TYLETVSKGSGYRYKLEVGVNAFRKQSFNYKSRLКLFNEVIKATGLEFSLSGKVVRLL
                     KNIGTКLSRVVRKNFNMNКLTIEKNTКSFITYQKGFGAWTКPEКHSKGRLEAEКESPL
                     AKEYGRLEGAPLTКERFTVAКNLKEALKSNVENSYKISVKIКMEКLTRAGYTCERPVA
                     GКYIMAINETLGFQERIRLVSFTSYYКATGALVKHEVTCNКIGSVKKQSVGSLSINSR
                     INQIAAКIASAIEVATQALVSAКGKNTVYGGTEMPKКEPKGTLKKGКILFLKVGКTTR
                     MYFWNGAEWEEPКVVNКPEQWREКLEKQISEAIEKAKKAQEEINQLTКKELEEFRКTL
                     KNLALPEEAIKKITEAIKVККIPSIKQSFEКLKNKVSETSETARLNAEIIGTКGKTRY
                     NENLLVGКPNRSKTYYQКYIELEANКGGFRRGETYTISFSQTCELLKKVAITLTQANN
                     KGIKLVLTPTKAKMEAQTFNLSKКKEVISVYPLSYRAALTGКWYKSKQVКLNAAEVQN
                     LALEMAYRКVVКSNNASLVLКWSENPКVIFКGNGGS"
     gene            31652..32752
                     /gene="EQ–EQ–037"
     CКS             31652..32752
                     /gene="EQ–EQ–037"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hylauroniКase"
                     /translation="MSETISAIVVHESMTKNEWESSКIILPQGQLVYESКTGHSKFGК
                     GKNRYAКLIYQGVPPGPQGPPGKTGEQGPPGPAGKPGTTКLNQLQNKPNLEКFAQKKE
                     TNSQIAKLVSSKAКKSAVYLKAESKIELКKKLSLTGGVTTGQLKFKPAATIAYSSSTG
                     GTVNIКLSSSRGAGVVVYSNNКTSКGPLMSLRTGKETFNQSALFVКYKGTTNAVNIAM
                     RQPTTPNFSSALNIISGNENGSAMQIRGVEKALGTLKITHENPNVKASYКKNAAALSI
                     КIVKKANGVGTAAQGIYINSTSGTTGKMLRIRNLNККKFYVKPКGGFYAKETSQIКGN
                     LKLKКPIANКHAATKAYVКGEIKKIKALLTAK"
     gene            32921..34597
                     /gene="EQ–EQ–038"
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CКS             32921..34597
                     /gene="EQ–EQ–038"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MIERGКKATКYVAPVVVEGSGESTGVFKSLEEMLSGLQSINLEL
                     TКTKNSNLWSKIKLTTNGMLREYHRКHIKTETVESAКGIAKRIAККTGQKLALINETI
                     KGIKREYQКAКGQLSESYQAGIКGLKTQLANКKIGLQAEIKLSAQSLSQKYККELRKL
                     YAKITTTSSGTTEAYENKLEGLRAEFTRNNQGMRTVLESQISGLRSVPQSTAKQISQE
                     IRКRTGAVSRVQQКLASYQRRLQКAEKNYSSLTQTLKGLQSTVSКPSGKIQSRFTQLQ
                     NQIКQRVTRККVTSIINLSGКSIKLAIQKAGGIКAKMSAKEIISAINLNGYGVRISGE
                     RIALКGNTTVNGAFGAKLGEFIKLKAVQILGGTIКAAKIRVINLNASSIVGLКANFIR
                     AKIEHTITSLLEGKVIRARNGAMMIКLSNSKIКFNSNATINFNNKКNALVRKКGTHTA
                     FVHFSNATPKNYTSSALYASIGITSSGКGINSASSGRFCGARFFRYARGYEHTALVGQ
                     AEIYGККIVFSККFNIVRGFKTRPSLMPKMVКLNKMYQAILALGPLLVTC"
     gene            34685.35116
                     /gene="EQ–EQ–039"
     CКS             34685.35116
                     /gene="EQ–EQ–039"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MКVTVQNKКLNTLYSVLКKIKVTNMRVNRGRAKLLAKVEAKLRE
                     YAKКEVКIIКQYAAKNNKGKWLVENKGNAKLTКVTKVTELNКCLКELANEPIКIKGHE
                     YSKRFIКFLEYLAEAEКEFTGAEIVLIКSILEQYEGSKKGE"
     gene            35119..35730
                     /gene="EQ–EQ–040"
     CКS             35119..35730
                     /gene="EQ–EQ–040"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MRNWKVTANYPQWКGTGVVIКTQVIITККMGSVITEKIKKКLRT
                     ANКAEIIEAALEEFKKTAYVKNAMGEAVQKVКELERLSQETAKTAKTAQAAAGLAKVS
                     AERTQKMINLQTIQMLTTGGRVEPКNYKGMLELIEPAKKGEYQAYКVFTVVКESHEEL
                     AGEGNLVFVHVNEPFTYEAQTLKКLESEКKVTVIKYAКLVKQК"
     gene            36012..36239
                     /gene="EQ–EQ–041"
     CКS             36012..36239
                     /gene="EQ–EQ–041"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="holin"
                     /translation="MINLKFLLQNKVTLMAILGAIFLLAQQLGIKLPSNIAКIANTAV
                     TLLVLLGVVTКPTTKGLSКSEQALTYHEPKQ"
     gene            36248..36358
                     /gene="EQ–EQ–042"
     CКS             36248..36358
                     /gene="EQ–EQ–042"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MRAITRLALVIAIALLYVPLSVIALIFYPFLNKEКR"
     gene            36355..37557
                     /gene="EQ–EQ–043"
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CКS             36355..37557
                     /gene="EQ–EQ–043"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="lysin"
                     /translation="MTFLККIKKGCIKGWLКYKVLTSLTAAQAILESGWGKHAPHNAL
                     FGIKAКASWTGKSFNTKTQEEYQPGIVTКIVERFRAYКSWКESILКHGQFLVКNPRYK
                     AVIGETКYKKACHAIKКAGYATVSGYAELLIQLIEENКLQEWКREALKNNKEETMTTA
                     KEIVQYCVNLANSGMGVКKКGMYGTQGAКLPCFVAKNWFGVКLWGNAIКLVКSASAQG
                     WEVHRMPTEANPGAGATFIMAASGHQYGHTGVVIEКSКGYTMRTVEQNIКGNAКARYV
                     GAPARFNTRКFTGVTGWFYPPYQEКAVTQPVSTEPQTPКTIVETPKTGTFTLКVAEIN
                     IRRWPSLASEVVGSYKQGКTVNFКSEGYANGYYWISYVGGSAKRNYLAIGQAКKКGNR
                     ISLWGKLN"
     gene            38220..38903
                     /gene="EQ–EQ–044"
     CКS             38220..38903
                     /gene="EQ–EQ–044"
                     /coКon_start=1
                     /proКuct="hypothetical protein"
                     /translation="MPLKVIКSLLКGGLEКNSAКLIKKSTLКVYYRYLLКSNLTIPYN
                     RIAKYVYVNEQTКEVNEILENKSKFIVTKFQGGSKКKКILIKNLNKKTNNYMLAQVQK
                     EFIVENSKITRКGLKQIRKSTКNLEKQSNRMEKNVRVAEKELKQLKKTKSQIYTКFVT
                     ILGVFSSLVFIMFGGFSALSTMIGTLSTTEVSIGKTLVISSILLGFLLILIYSMLCWI
                     SIIIКKPFH"
       ORIGIN
        1 TTTTCTTATC CTTTTTATAT TCTCAAAACA CCAACGTTTA AGTGTTTTGC AAAGGTTGAA
       61 AACGGTGAAA TAACCACCTG CAATCCCCTC CTCTCCTTTT ATCCTATTGA TATATCAAGG
      121 GGTTCGGTGG TTTCACCCGT TTTTTAACCG TCAATTTTGA GATTTTGAAA AATGTTTTTG
      181 ACCTGATGGT CATTTTTTTC TTTTAGACTT TCTATCTGAT GAGCGTAAAC CTTGAGTGTG
      241 ATGTTGAGGT TTTCGTGACC CAGCAGCTTG GATACTGATA TTAGATCAAC GCCCTGCGCT
      301 ATCAAATAAG AAGCGTAAGT ATGTCTTAGC GAGTGATTGG TTAGATTTCT GCCGGTCACT
      361 CTTTTTATAA CTGTGTTCGT TGCATTGTTT GACGCTCCGA AACAGATACG ACTTAGTTTA
      421 TTATCTTGAT AATGATTATC TTTAAAATAT TCTAATAATT CCACACTATT GTTATCAATA
      481 GGGACCTTCC TGATGGATTG CTCGTTTTTT GTAGGCCTGA AATTTTAAGA AATCGAGTAA
      541 TCAAAAGTTT TATTAACATC TACATAGCCA TTGTCAAAAT CAATATCTTT CCATGTCAAC
      601 CCTTGAGCTT CTGCAAAACG TAAACCTGTT ATAGCTTTGA TATATGTCGT AAGGTATGAT
      661 GGGTACTTGA TTTTATCCTT AGCAGTCTTG ATAAAAGCAA GGTATTCAAA TTCCTCCATA
      721 AACTTTTCCG ATTCTTCTTT AGCGGGTTTT TGCGACCTAA CGATGGCTTC ATCGGCAAAA
      781 TTATCCCTAA TAATGCCGTC ACGAATGGCC ATTTTACAAG CACCCTTGAT TTGATAATGA
      841 AATTTATCCA GAGTTTGATG GGCTACTTTT TCGCCAAAGT CATTAAGGAC TTGCTGATAA
      901 AAGGTGTTCG TGATACTCTT GAGCTTCCGA GTCCCGAAAT AATGTTCGAT GTGCTTAAAG
      961 TTCTTAGTAT ATCGCTGCCA CGTCTTTGCG GTAATGTGAG GTCTTTTATA TGTATCTGCC
     1021 CAACGCTTGT TGTAGTCTAA AACAGTAATA TCTAAAAGGT CTGCCGTCAG CGTGTTTAAA
     1081 TCAGTTTCTG CTTGCTGGGC GGCAACTTTT GCAAGTGTTT TTGTTTTAAA TCCACGTTTT
     1141 GATTTTTCTT TCTCTTTACC TTGACTGTCA CGATAGGTGA TGCGATACTC CCACCCGGAA
     1201 TCTAATTTTC GATAAAATGC CATTGTTTTC ACCTCATTAT TCTGTTAAAA TGGGTACAAG
     1261 AAAACGAGCC ATTTAATGCT TTTTTCTTGT ATGGTTTTGC CTTTCACACA AACTTTGGTC
     1321 GGGGAGTGTG AGAGGCTTTT TTTATTTAAA GAAATTATTA ACATCTACGT ACTGAACCTG
     1381 CGTAAGCTTA GTTTTTAAAG TTTTAACTTC TCCGGTTTGT ATATTTCTTA GGGCTACCGT
     1441 TGCTTTTCCA GGTATTTCTT CAGAAGTGGT TGTGCCAGTA GTGTTAATGG TTCCTATTTT
     1501 CTTTCTAGCC CCACCAGTCA TTCCACCGAC AATGGTTCCA ACGCCTGGTA CCAAAACTGT
     1561 ACCTATTGCT GCCCCTCCTA GAACACTACC AGAACGCCCT CTTTGAATAG TTTTCCCTTT
     1621 TGTTACTGTT TTTTCAATAA TTCGTGAACC ATCAAATTGA AGATTAACAA ACTCATAAAG
     1681 CTCAGGAGTT TCAGAATAAA AACCAATATA ATATTTTCCA TCTATGGTTT TTCGTATGGC
     1741 CGTTGGTGTT CCTAGTCGAA AATTTAGGGC AGGGGGTAGC ACCATTTTCC TTTCTTGTGA
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     1801 GGCTTTTTTT CTTAGTTCGT TAGCTTTAAT TGCACCATCT TTAGCTTTCC CGGCCGCTGC
     1861 TATGGCAAAT CCTTTTAATT TAGTTATATC CATGCTTATC TCCTTAACTA ATTAAAAACT
     1921 CTAATTCTAC CTTGACCATC ACTTCGTCAG CGATTGAGGT AAGTTCATAT TTTTCCATGA
     1981 ATTGGATGTA GTTGAAATCC TCCATGTTAT CCCAATACGA TAGCTCTTCT TTTAAGAGAT
     2041 GGTGTATCAT ACATCTATCT GCTGGTAGCT CTGCTTTTTC TTTGTTTAGT TTGTAATAAC
     2101 TCGCAGTATG TTCTCTGTGT CCTAGTTCAT GATAGATGAC TTTGTGTTTA TATATACCGT
     2161 CAAGATAAGT GTCAATCGCA ATGACGTTGT GTTTTTTATT AAACATTCCT GGGGTGTTTG
     2221 TACCCCTACC GTCAAAGTAT ACTAAATCGA TTCCTTTTTC CTGACAGACT GTTTCTGGTG
     2281 TCATCATAGA GCAGCCCTCT CTATTTGCTA TTTTTGATGC GCGTTTCCAA TATAGATGTG
     2341 ATAAGATCTT TATCCTCGTC GTTGAGTTCG TGGCCATCGA AGAAGAAAGT TTCTTCTGCA
     2401 TCGTTTTTCA GATCAATTGC GACAGAAGCG TGCCCATCTT GAGCAATCTT AGGATTATCT
     2461 GTCCTCCCAA GTAAATAGTC GGTAGAAACA TTAAAGTAAT TAGCTATTTT TTCTATTGGG
     2521 TCTGTATTAG CCGTTTTGTT ACTTGTTAAA TTATAAATAT AGTTTTCGCT CAACCCTATA
     2581 TCAGTTGCGA CCTTTTGGAG AGATACTCCT CTTTTTTGTG CTAAGGCTTC AATTCTTGAA
     2641 TACACCTCAA ACATTGTCAT ATCAATCTTT CTGAAAGTAT GACAAAAAAT ATTTAACTTT
     2701 TTCGAGTAAA AATTATTGAC TTAGTTCACC CGATAGAGTA AAATAGTTTT TGTAAGATAG
     2761 TTAGTTAGTA AAAAATGAAG TTAAACTTTT TACAAATCTT TTTAAAGTAG TTGGGAAACT
     2821 GCGCAATATA AAAGAGTTAT AAAGGTTATA ACTAGGTTTT TCTTATGCCT TCATTTTACA
     2881 TTAACGTGTA AAATAAGTCA ACACAAAAAT GTTATTTTTT TACTAACTTT CTTACTTACA
     2941 AAAATAAAAC ACCACCTAGC TGCTATCTAG ATGGTGCTAC GGAAATTATT CTGCTCAAAC
     3001 TAATAGCAGT AGTCAACAAC ACTTCACCGG TATCGTCCCC GGCACTGTAG TTGGAGTAGA
     3061 AAATGATTCT CGATTTTGAT TTCCTATTCT TCGTCGCTTT TGCGAGCGAC AGCCAGTTTG
     3121 CAATTTCTGT GGTCGTCCGG CCAGGAAGCC AATGAAGATA TAGGAACCCC TATTGAATCT
     3181 TGCTAGTCAA GTGCGGTAGG CAAAAGGGAA ACCTACAAAC GAATCCATCT TCTACTGAGA
     3241 CACAGTCTCC TTCAAAAACT CGGACAAATG ATACGTCCTC CTTTCATACA AAGGGTATTT
     3301 ACATTATATA TTTGTAAGTC GAAAAAATCA AGATGGATAC TGTTTGAATC GAGCAGAATA
     3361 ACGTTTCCGT TAAGGTGTTT TCAATAAATC TACTTACTAG AAAGGAGTCT AACGCATGTC
     3421 AGACAACACA GTCGCTGTTG AAAAAATTAA GAAGTATCTG CTTGACAATA AGCTAAAACA
     3481 AGTTGACTTA GCAGTTAGCT ATAATAAAGA ACAGCAAGAT GTGGCGAATA TCTTAGCTGG
     3541 AAGAAAAAAA GATCCAGCAT AAAATCGTTT TGTCTTGAAA GTTATTTCAG ATTTGAAAAT
     3601 TAGATAGAAG AGAATTATAT GAAACAATTG CTTAACGCAA TACTAGAAAG GAACCTTATG
     3661 ACAGACGCAG AAAAACAAAA CTATGATGCC CTTTTCATTA ATATTTTTGA AAGTTTAGAA
     3721 AAACTGGAGG AAGGCTATGA TTTTAGCTCC GTAGCTACAA CTACGGGGGT CCAAAATAGC
     3781 GGCGGTGTTC AATATCGTGA ATGCCAAGAA GACGGAACTG TAGTCAAAAC AGTATCCAAG
     3841 AGGAGCTTAG GCTACTGATG ATTATATCAA AAAAGTCCGA CGGGAATCGG GCTCAACAAT
     3901 AATACTTATG AGGTAATTTT ATCATGGATA GCAGATTATT ACAAATGCTA GATGAGTTTG
     3961 AAGCAGGCCT TATTGATCGC AAGGTCAAAT TCATGAAAAT GATTAACAAT GAAACGGAAA
     4021 CTTATCCGCT AGAACTCAAT AAAAAGCAAG TCAGTAAAAT GTTTGGGATT GACCCTAAAA
     4081 CATTTGACGC AAGATTTAAC AGCCACAAAG ATTTCCCACG TATCGAAACG GGAGGTCGGG
     4141 AAAAATATCC ACGAGACTTG GTCATTGAGT GGTATCACAG AAATTGGAGG ATAACATGAA
     4201 CAAACTAGAA TTATTTTTAT TAGCGACAAC AATCGTCTTA GCAATCATCG CTAGGGTGCA
     4261 ATATGAAATT ATTAAAAAAC ATAACTCACC CGAGAATAAG CGAAAAATTT TTAGGGAAGT
     4321 GGCTTTAGAA AACATCAAGA AATGGAGTGC AGAACGTTAT GTCTAAATGG GAATTACAAA
     4381 AGCAACTGTT GGCTAATGCG ACAGATTTTG AGAGTACAGT AGAAGCTCTG TTTGAGTTAA
     4441 ATGAATTGGG TGAAATCTCG GACGAGGAGC TCTTGTTAAA TTTGAGAAGT AGCTACAGGA
     4501 AATACTCAGA GGAAAAACTT TGTATTATTG ACAAACTCAT TAAGCTTGAA GGTGCAGAAC
     4561 GATGACAACT TTTGAAAAGG TTATTAGTAA GCTTCATCGA ATCGAGGGAG AATTAGCTAA
     4621 ACCTGAATCT GAACGACGAG ATAATTCATA TCACTTGTCC GCCCTGTTGG GTTCTATTAA
     4681 ACAAGATTTA AAATTGATGC TTTGGATTGA GCTGCCTTCG TTGAATAATG TGGAGCAATA
     4741 CGAAGCTCTT TATCAAGGAA ATGATTTTAA ATTCAGTGAA ACTTTCTTAG AGCGTCAAGC
     4801 GACAAGAAAA GCCTTTTGGA CACGATCAGC TAAGGAAACT TTTAAAGAAG ACCAGGATAG
     4861 GAGGAACTTT GTTAAGTTGG CTGAGAAAGA ATTGAAAGGT GCAACTTTGT CATGGCAAGA
     4921 ATTTTTGTGG GGCAAAAAGT AATGAATATT TCAATAAAAC TCATAGGTGA AACCCTAGCT
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     4981 GGTTTAAATG ATATTTTACG CCAGGGGGGG CTCTCTTGCT CCCAAAACCA AGCCTTAGCA
     5041 GCCGCAGTTT TTATATTAAC AGCTTTAAAA CAAGTAATTG AGGAGAGAAA ATGAACTATT
     5101 TAGAATATGC ACTAGTTTAA CTTGAACGTG AGTTAGAAAT CATTGATAAC GAAGTTATCG
     5161 AAGTTGAGTT GCCGGGCGGG GATTGGGAGT TTGTGCCTAA TCCCTACTAC GAGAAAGGTC
     5221 TACATGATAG CCCACACTAT CGTAGTCAGG TTGCTAAAGA CATTCTTGAT ATTAAAGGAC
     5281 TTTTGGGGAG GTGAGGCTAT TGATTGCATC AAAAAAGACG GCTTAGGAAA CCGTCAACAA
     5341 TTATACACGC TTAAATTATA ACAGAGAAAG AGAGAAACAC AATGATTGAA GTAACTTTTA
     5401 AAGCAGAGAG CATGTCAGGT GTTTTCGCTG CTATGCGTGC AGCTCTGGAT ATGCCGAAGA
     5461 CAGTAACCAA GGATGATGTT GAAGAAAAAC CAGCTCCTAA AAAGAAAGAA GAGTCTGTAA
     5521 CTTTGACATT AGCTGATATT AAGAAAATGG CTAAAGCCAA GGTTGAAGAA GGGAAGTCAA
     5581 AGTACATCAA GGAAGTCTTG AAAGAGATGA ACGTCGCAAA AGTTGGTGAA CTTGAAGAAT
     5641 ACCAGTTTGC GGAGTTTGTT GAGAAGTTGG AGGCTCTCTA ATGCCAGTAG AAAATCACGC
     5701 ACTACTGTCT GCTTCTAGTG CTCACAGACG GCTCTATTGC CCTATGTTAC CTAGACTGGA
     5761 AGCAGACTAT CCTAGCCGCG ACACCGTATA CACTCAAGAG GGCACAAGCG CCCACGAGCT
     5821 TTCTGAAATC AAACTGATGT ACAAGTCTGG TAAAATCACC AAGCGTAAAT TTAACACGTT
     5881 AACCAAGACT TTTAAGGAAA ACTCAGACTT CTACAACGAA GAGATGGAAG AGCTGACGGA
     5941 ACATTACACA GATATTGTTA TGGAGCACCT AAATGCTTAT GAGAATGCCG AAATTGAACT
     6001 TGAAAAACGG TTTAATTTTA GCGACTGGGT GCCTTGCGGT TTTGGGACTT CGGATGTCGT
     6061 CATTTAGGCG GATGGAGTCA TTGAAATTAT TGATCTTAAG TATGGTAAGG GCATGCCTGT
     6121 GTCTGCTAAT CAAAACCCGC AGATGGGACT GTACGCTCTA GGAGCTTATG CTTCCTACGA
     6181 TATGGTCTAT GACTTTGACC GTATCAAGAT GACTATCATT CAGAGGCGTT TAGATTCGGT
     6241 TAGTTCTGTT GACATTTATG TAGAGGAGCT TCTCTGTTGG GCGGATAATA TTGTCTTGCC
     6301 TATGGCCGCT CAAGCAGACG CAGGTATTGG CGACTGGAAC CTAAGTGCAA AAGTATTGCA
     6361 GTGGTCTCCT GTCGCAGCTA AATTGGTGCC AAGAGCGCAA GAAAACTGGG AATTAATTGA
     6421 TAAATATGAC TATCAGGAGC CTGTCTATTT ATCTGATGAA GCCGTCGCAG AGAGCCTTGA
     6481 CAAAGCCTCA GCTATCAAGA AGTGGGTTGA GTCAGTTGAA GCCTATGCCT TGAAAGAAGC
     6541 ACTCTCAGGA AAAGAAGTTC CAGGCTATAA GATTGTCGAA GGTAGAAGTA ATCGAGTTAT
     6601 CACTGATAAA GACAAAGCAA TTGATATTTT ACAAGATAAC GGCTTTGACG ATGAGATTTT
     6661 TAAACCGAAA GAGCTGTTAG CAATGGGAGG CCTTGAAAAG TTAATAGGTA AAACCACTTT
     6721 TGCTGATTTA TTAGCAGAAG TAATTCATAA ACCACAGGGC AAACCTGTAC TTGTCCCTGA
     6781 AAAGGATAAG CGCCCAGCAA TAAACAGTTT AGAACAAGCA ATTAAAGATT TTGAATAGGA
     6841 AAAATATAAT TATGACAACA ACACCAAACA CAGCTAAAGT AGTGACCGGA AAAGTACGCC
     6901 TAAGCTATGT AGCTTTACTA GAGCCTAAAG CCTTTGAAGG CCAAGAGGCT AAGTATTCAA
     6961 CAGTTATCTT AATTCCAAAA ACAGACGAAG TCACAATCAA GAAAATTAAA GACGCGCAGA
     7021 AGCTGCTTAT GAGGCTGCCA AGGACAATAA ACTCAAAGTT GTTAAATGGG AGCGCGTTAA
     7081 GACAACGCTT CGTGACGGTG ACGAGGAAAT GGATACCGAA GAGCAGCCAG AGTACGCTGG
     7141 TCACATGTTC ATGTCAATCT CAAGCAAAGC TAAACCGCAG ATCATTGACA AGTATAAAAA
     7201 CTCTGTTGCT TCCGCAGAAG AAGTCTACTC TGGCGTATAT GCTCGTGTAT CACTTAATGC
     7261 CTATGCTTAC AACACGGCGG GAAATAAAGG GATCTCTTGC GGATTAAACA ACGTCCAAAT
     7321 TGTTGCTAAA GGAGATTACC TTGGCGGACG TTCGTGAGCT GATGCAGATT TTGACGAGTG
     7381 GAACGAAGAA GAGGACGAAG ACGATATTTT ATAGTAGAGA GCCTCTTTAG AGGCTCCTCA
     7441 TTTTTAAAGG AGAGGTATGA GACATTTAAA TATTGATATT GAAACCTATA GTTCGAATGA
     7501 CATCAAAAAT GGGGTTTACA AGTACGCTGA CGCTGAAGAT TTTGGGATTT TACTTTTCGC
     7561 TTACTCTATA GATGGCGGAG AAGTAGAGTG CCTTGATTTG ACAAGGCAGT CTCTACCTGA
     7621 AGACATCAAA GATATGTTAT TTGATGATAA AGTCCGAAAG CACGCCTTTA ATGCCCAATT
     7681 CGAAAGAGTT TGTCTCAGTC GTTACCTCGG CCTGCCTTAC TATCTAGATC CTTGCCAATG
     7741 GCAATGCACC ATGGTGCTGG CCCAAGAGTT GGGTCTGCCT TCAAGCTTGG AAAAGTGTGC
     7801 GCTGTATTTA AAATTAGCAC AGGAAAAAGA TACCTCGGGT AAAAACTTAA TCAGATACTT
     7861 TTCCCTGCCT TGCAAACCAA GTAGAACTAA CGGTGGGAGA ACTAGAAATT TACCAGAACA
     7921 CGCCCCCGAA AAGTGGTAAA TGTTTATTGA ATCCTGCATC CAAGACGTTG TTGTTGAGAT
     7981 GGCAATCGCC GAAAAACTAG AATCAGTTCC TGTGCACGAC CGCGAATGGG ACTACTACGC
     8041 CTGCGACCAG AGAATCAACG ACAGAGGCGT GGCTCTTGAT AAAGAGTTAG TTGCTTCGGC
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     8101 TTTGTATTGT AAAGATGTTA AGATGGAAAG TTTGTCTGGT GAGCTAAAAG CCATAACAAG
     8161 ACTTGCTAAC CCAAACAGTA GAGCTCAGTT GCTACCGTGG CCAAAAGAAC ACGGTTATTC
     8221 GGCTAACGGG CTGACTAAAG CAGATGTGGA ACAGGAACTT AAGACGGCTG AAGGAGAAAT
     8281 TAAGAGAGTC TTAGAACTTA AACTACAAAC CGCTATGTCA AGTCTAAAAA AATATGAAGC
     8341 TATGGAAAGA GCTATGTGCT CAGACGGACG AGTTCATGGG CTACTTCAGT TTTACGGGGC
     8401 TAGCCGGACA GGAAGATGGG CGGGCAGAGT TGTCTAAGTA CAGAATTTAG CTAGGAATTA
     8461 TATAAAGGAT CTAGATGATG CCAGGGAGTA TGTTAAAAAG CGTGACATTG ATGCTGTGGA
     8521 GATTTTATAC GATAGCCTTA ATGACACTCT AAAGCAGCTC GTACGAACCG CTCTCGTGGC
     8581 TAAAGATGGC TGTACCTTCT ATGTCTCTGA CTTCTCAGAG ATTGAGGCTA GGGTGATTGC
     8641 ATGGTTTGCT GGAGAGCAGT AGAGGCTTGA CGTGTTTTCG ACGCACGGGA AAATATACGA
     8701 GGCGTCTGAC AGTCAGATGT TCGGTATTCC AATTGAGGAT ATTGACAAGG CACTACGCCA
     8761 AAAGGGCAAA ATTTCAGAGT TAGCACTTGG CGATCAAGGA GGTCCTGGAG CGCTTAAGCA
     8821 GATGGGGGCT CTAAATATGT GAGTCAAGGA AGAGGAGCTT CAAGGGTTAG TTGATGACTG
     8881 GCGCAGGGCC AATAAGAAAA TCGTCCAATT TTGGAAAGAC GTACAAAGAG CCGCTATCAA
     8941 AGCCATCAAT TCGAGAGCAC CGATAAAACT TGGAAAACTA CGATTTACAT ACCGGAAAGG
     9001 TTTCCTCTTT ATAACATTGC CTAGAGGAAG GAACTTAGCT TATGCAAGAG CCAAGGTTGA
     9061 GCCAGGCGAC TATGGAGACA AAATCCTCTA TGAGGGCCAA GGAGATAAGG CATACTTCAC
     9121 AGCGCAAGAG ACTTATGGCG GAAAGCTTGT CGAAAATATC GTTCAGGCGA CGGCTAGGGA
     9181 TATTCTAGCC GAAGCGCTAC TGAGAATTGA AGCTGCAGGC TATGGTGTTG TTTTCCACGT
     9241 TCATGATGAG GCTATTATCG ACGGCTCAGG CCTGACAATC GAAGAGGTTA ATGATTTGAT
     9301 GGCTCAGGCT CCTGAATGGG CGGAGGGTCT TCCTTTAAAT AGCGAAGGCT ATGTAACAAA
     9361 GTATTATATG AAGGATTAGA TAGATGAAGC AAGAAAAACT AATAGTAAAG TCTGCTCCCC
     9421 TGCAAGAGCT TCAAATCGCA ACAGGTAGTT CGCGAACAGC TAAGACATGG AAAAATATCA
     9481 CGCTAACTTG GCAGGAGCTG GTTGGGAGGT TAGAGAAACC TACAGTCACC CAAAAGACGT
     9541 TTGCGGAGCA CCAGAAGATG TCTCGAGCAG AAAAAGGGCA AGCAAAAGAC GTAGGGGGCT
     9601 TTGGCGGTGG ATGGCTAAAG CAAGGTAAGC GGAAAAATGC AAACGTTCAA AGTAGGTCCT
     9661 TGGTTGCGCT TGACGCAGAT AGCCCAAGTA AAGATTTCTT AGATAGGTTA GACCTGCTTG
     9721 CGGATTATGC CTACGTACTC TACAGTACTC ACAGCCACTC AAAAAAACCT GCTAAGTACC
     9781 GTCTTATTAT CCCTACTGAC CGTTTAATGA TGCCTGATGA ATATGAGCCA GTCGCTAGAT
     9841 ATTTGGCTAA CCAACTAGGC ATCTCAAACT TTGATGACAC GACTTATCAA AGCGTGCGCT
     9901 TGATGTTCTG GCCGAGTCAC TCAAGAGATG CAGACTTTAC GTTTAAATAT AACGACGAGG
     9961 CTTTGCTGAG TGTTGATGAG GTGCTTGATA CATACCCGGA CTGGCATGAC TCAAGCTTCT
    10021 GGGCAGAAAG CCCGACGCAC GCTGTTAAAA GACAGCGTGA AGCTAAAAAA CAAGGCGACC
    10081 CGCTTAGTAA AAAAGGACTT ATTGGAGCCT TTTGTCGTAA CTATGACATT AGACAGGCCA
    10141 TTGCAACAAT CTTACCTGAG GTTTATGAAG AAGGAACGAC TCCTGATAGG TACACCTACA
    10201 CTGATGGCTC AACCGCAAAC GGCTTAGTTA TCTATGATGA AGTCTTCGCT TATAGCCATC
    10261 GACGGGACAG ATCCCGTGGG GGATAAGCTT GTAAATGCAT ACGACCTTGT TCGTATCCAT
    10321 AAATTCGGAG AGCAAGATAG CGAGGCTAAA GATAAAACTC CTACTAATAA GCTACCATCA
    10381 AGCAAAGCGA TGAATGCTTT TGTATGTGAC ATACCCGAAA TTAAAGATTA TCTAATGGCG
    10441 GAGGCGGTAG GCGATTTCGA TGAAGAGTTA CCAGTCGAAG ATGACAGAAG CTGGCTTGAA
    10501 ATTGATGAGA GGGGCGAACC GGAGGTCAAT AGTTATTTGC TAGCAACGCA GATTATTAAG
    10561 GAGGTTCCGA TTTATTGGGA TGGCTTAGAA TTTTTACGCT ACGACGCTAA CAAAGGCATC
    10621 TGGTTGCCAA ACGCTGAGGA ATATTTGAAG AGTTATATCT CAACTAAGAA ACTCGGTAAA
    10681 ATCACTAAGA TTAGGCACAT TAGCGAAACC ATTGTAGCGA TTAAAGCACA GGCTTTCTCA
    10741 AGCGAAGTGT TTACCGAGAG TGATCTTAAC AAGATAGTGC TAGTAAATGG AGTCTATGAC
    10801 CTGAGGGATA ACAGCTTTAA GACTAAGTTT GACCAAGAAT TGCATGTCAA GCCTAGCCAT
    10861 CCCGTTGCCT ATGCCCCCGA GGCGGCCTGT GAAACCTTTG AGGGTTTTCT TAGGGAGACC
    10921 GTCGGAGCTG AAAATATAGA TTTCATCTTT GTGAGATTTG GCTATAACTT TTATCGTGAA
    10981 TACACTATTC AAAAAATGCT ATTCATCTAT GGCAGCTGCG GTAATGGTAA ATCAACACTG
    11041 ATTAATATTT TACGTGAAAT GATAGGTGCT GATAATTATT CAGCCGTGAC ACTGCAGTAC
    11101 CTGAGGCAAG AACGCTTTGC AAAAATCGGC TTATATCGTA AGGCAGCCAA CTTCGATACC
    11161 GATGCTAAAC CTCAATACTT AGCAGATGGC GCAACGCTTA AAATGTTGAC TGGGGAAGAT
    11221 ACGATACACG CAGACCGGAA AAACAAAGAG CCTATTAAAT TTTACAATTA CGCCAAGCTT






Қосымша Н жалғасы

    11281 TCTTTTGCCA TGAATGAGCT CCCACCTATG CGAGATTTCA GTGGAGGACT TAAGCGCCGC
    11341 ATGATGATCC TTGAGAAGGA TAAGGTATTA ACGCAGGAGG TTAAGGCAAA ATACCCATTA
    11401 GATAAGATTA TGAGTGCGGT GCCTGGTATC TTTAACAGAG CGATGGAGGG GCTTAGAAAT
    11461 GCCTTAAGTA AGAGAGATTT CAGGATTAGT GCCAGCATGA GGTCAAGTGT CGAGAAATGG
    11521 GAAAAAGGCA ACGATGTCGT GGCAATGTTC CTTGAAGACG AGTGTGAACT TGGTGAAGAC
    11581 TTCAAAGTTC CTGTTAGGGA CGTCTACCCA GCCTATAAAT TCTATCGTCA GGATTCAGGC
    11641 TACAAACCTT TAGCTAGGAA TTCGTTTACG CAAAGGATGA ATGAACCGAA TTTTGAAAAT
    11701 AAGAACGCAA AAATGGAGGG CAAGACCGTA AGATGTTGGA TAGGTTTTAG GATAAAAGGA
    11761 GAATTTTAAA GGGTTACGTT TTTCAATAAA AAAGGTAAAC AGGAGACATA AGGTTACGTA
    11821 GTTACGCAGA ATTCAGACAT AAAAAAAATT TTATAAGTTG AAAAAAAACG TAACTACATA
    11881 ACTTTCCTGA AAAAACTTTC CTGTTTAAGT CGATTTACAT AACTAACGCA ACTTTTATGC
    11941 AACCTCAAAA AACCTTTCAT AGCAATAGTT TAGACCCTAA GGTTATGTAG TTATGTTTTT
    12001 TCTTCTATTA ACTTAAATAT AAATATAAAA AATAAATATA TATAAAATAA GGCATATATA
    12061 AAACACGTAT ATAAAAAAGA ATTAATAAGT TGAAAAAAAA CGTAACCCTG ACCTTGATTG
    12121 ACCAAAGGAG GAAAGATGAG GACTGCAGAA GATATTGAAA ATTATTTGAA AAAGAAAACA
    12181 AAAGGGCTGT GTTTAAAATT TACCAGTCCA GGGACGATAG GAGTACCTGA CAGAATTGTT
    12241 GTCATGAATA CGGGAACCTT TTTTGTAGAG GTCAAAGCGC CAGGCAAAAA ACCAAGACCC
    12301 AGCCAAGTTG CCATGCACAA AAAAGTAAAA GAGGCTGGGC AGCTCGTTTG GGTTGTTGAC
    12361 TCCTACGAAT CAGTGGACAT GGCCTTAAAA GAAGTGGAGA ACTGGGTGTG AGACTGCACG
    12421 AGTACCAAGA ATACGCTAAG GCATGGATAG TAGAGCACCC TTATTGCGGC CTTTTACTGA
    12481 ACATGGGCCT TGGTAAAACG TTGACAACAC TATCGGCGAT AGATGAGATT CAAAACATCT
    12541 TTTCCGAGGA TCATAAGATT TTAATCGTAG CCCCTAAAAA AGTGGCGGAA GAAACGTGGC
    12601 CTACGGAGAT TGAGAAATGG CATTTTGATT TCACCTACTC TAAAGTTTTG GGGAGCGAGG
    12661 GAAAACGAAT TGAGGCGTTA GAAACAGAAG CTGATATCTA TTTGATTAAT CGTGAGAATG
    12721 TTACTTGGCT TGTTGAATAC TACAAGACTA AATGGCCGTT TACCTTTGTT GTTATTGATG
    12781 AGCTGTCAAG CTTTAAGTCT AGTAAGTCAA AACGGTTTAG GGCTTTACGA AAAGTTAGAC
    12841 CGAAAGTCCA ACGCCTTGTT GTACTAACAG GAACCCCAGC GCCTAACAGT TTGATGGATT
    12901 TGTGGCCGCA GATTTATCTG ATGGACAGAG GCGACAGGCT TGAGACTAGC CAGACTCGAT
    12961 TTAAAGACAA GTATTTTGTT CCTGATAAGC GTAATGGTCC AATCGTGTAT AGCTGGACAC
    13021 TTAGGGATGG TGCAGAAGCA GAAATCTATA ACAAGATTGA GGATATCTGT GTCAGCATGA
    13081 AAGCTAAAGA CTATCTCAAG TTACCGCCGC GAACCAACAA CGTTGTATCA GTTAAGTTAA
    13141 CTAATATGAA AGCTTACAAA CAGCTTGAAG CTGATTTGGT GTTGGAGTTT AAGGATAAGG
    13201 AAATATCTGC GGCTAACTCT GCAGTTTTGG TCAATAAATT ACTACAAATG GCCAATGGCG
    13261 CTATCTATGA TGCTGATAAA ACGCCAGTTG CTATACACGA TGACAAACTT GACGCGCTTG
    13321 AGGACATAGT AGAAGAAAGC CAAGGCCAGC CAATCTTAGT TTTTTATCAG TATCAACATG
    13381 ATTTTGAAAG ACTTAAGAAA CGATTCCCTC AGGCTGAAGA GTTGACGTCA GTTGACAAGT
    13441 GGAATTACGG AAGAATACCA ATTCTTCTGT GTCACCCTCA ATCAGCTGGG CATGGGCTTA
    13501 ATCTACAAAA AGACGGGCAT ATTATTGTTT GGTTTGGGCT AACGTGGAGT CTTGAATATT
    13561 ATCAGCAAGC TAATGCCAGA TTAGATAGAC AAGGGCAGAC AGAACCCGTT TTTGTGCACC
    13621 ACATTGTTGC AGAAACTACA GTTGATGAAA AAGTACTTAG GATTTTCCAA GGCAAAGAAA
    13681 AAAATCAGAA CGCCTTACTT GAAGCAGTTA AGGCGCAGTT AGGGGTCTAG ATGAAAAAAG
    13741 AATATGTTGT TTGAATCTAC ACGGGTAGAG AAAAGAATTT TGAGGCAAAA CCTCAGTTTG
    13801 AAGAGAAAAC CTTTACGCGA AAAGCAGACA TGTTGAGGTT TTGGGATTCT TGCGAAGCAG
    13861 CAGTTAAAGA AAAATATATT AGGGAGTGGA AAAAATGACA AAACAAGAAC TAATTGAAGA
    13921 AATTGAAGAT GAAATCAATG ACATAGATCT TTTGATTGAC GATTACCAAT ACGAAATTGA
    13981 CGAATTAGAA CGAGATATAG ACGAATTAGA TACTCAAAAA GATATTTTGA AGCGTAAATT
    14041 AGAGAACCTG TTAGAAAGCG TGGAATGATG ACTGAACAAC AGATGATTGA TTGCCTGCTT
    14101 TATGAGTTAG CAAAAAAAGA CAATGCAATC AAAAATAAAA GCATCATTAT CGCTGTACTA
    14161 ACAGCTGTGC TGTGTCTCGT GTCTGTTTTA AGCATCGCAC TGCAAAACCA CTACGAACCA
    14221 CTAATTACAG GTTTACAGTC ACAATTACGC AGGACGCAGT ATCAGCTTAA GCGAGCTAGC
    14281 GAGGATAGAG CTATACAGAC TAAACGGATT GCAGAATTGA CTGGAAATGG GGGATGATTA
    14341 TGTTGCTAAT TGACGAACTT AAAAAATGTG AATCATCTTA TGAGATATTT AGTAAACCAG
    14401 TTGTACTAAG TAGAGATTTA TATATTTTTT GGAGGATAGG AGATGAGGAT GGACAATAAC
    14461 ACAGCAGCTG TTTTGACAGT GCTAATACTA TTTTTACCTT TTATTATTGG AAGTTTTAGA





Қосымша Н жалғасы

    14521 GATTAAGCGA GGTAACGAGA TGAGTAGATT ATCTAATGCA CAGCTAAAGG CTTTTGATGA
    14581 ATGGCTGTTT GATTATCGCT TTATTGATAA CAAGATTGCA CTTCGAAAAC TTGAGCTACA
    14641 AACTGATATG AATACCGAAG TTGATAAAAA TATCGGTGGA GGAAGAGCAA ATTTTGCTTC
    14701 AAAGGTTACT GAGGATGTGG TTGCAAGGTG GGATTCAGAT AGGGAACTAA AGGGTCTATC
    14761 CAATTTCAAA GAAGCAGTTA TTGCAACGCC AAATCTTTTG GATGAAGAAC TAACTAATAT
    14821 TTTTAATCTT AGGTGGGGCG TTGGTACAAG TAACACTTGG GAAGAAATTG CCTATACAAG
    14881 ACATCTGTCG CGTAAGTCTA TTTACCGCAA AAGGGAGCGG ATTCTAGAAA TATTTTCCAA
    14941 AAAAATAGGA ATGTGACACA AAAATGTATG GACTTGACAT CTTTTTGATG ATAAATTGGT
    15001 AGTATGAGTT TAATGGAAAG GCAAATAGTG TCTTGCCTTT TTGTTATGCT TGGAGGTGAT
    15061 GGAAAATTGA GTAAATTAAC CCTAAAACAG AAGCGTTTTG CAGAAGAGTA CATGATCTCA
    15121 GCTAACGCGA CAGCAGCTGC TATTAAAGCA GGGTATAGTA AAAAGACAGC AAGGTCAATA
    15181 GGTCAAGAAA ACTTGACCAA ACCTGACATT AAAGCTTATA TAGACGAGCG GCTTGAAAAA
    15241 CTTGAATCTG AAAAGATTGC TACGCAAGAA GAAGTCCTAC AATATCTCAC TTCAATTATG
    15301 CGAGGAGACC AACAAGAAGA GACGCTCATT AGCGTTGGAG AGTTTGGGCA AAAGATAGTT
    15361 GACATCGATG TTGGTGCCAA GGATAGAATC AAGGCAGTTG AGCTACTAGG CAAACGGTAC
    15421 AGGTTATTCA CTGACAAGGT TGAAATGGTT GTCAGCTCAG ATGTAACCAT TAACGTAGGT
    15481 GAGTGGGATG ACGACTAAAC AGCGCCCTAA AATTAATATC GTGATCAAGC ATCCTAGCAA
    15541 AGTTTTTAAC AAACGTATCT ACGACAAACT TTACAACTAT AGCAATTTCA CGGAAGTTCA
    15601 TTATGGTGGG GCGTCTATCG GAAAGTCTCA CGGTGTTTTT CAAAAGATAA TTTTAAAAGC
    15661 ACTTAACCCT AAATTCAAAC ATCCCAGAAA GATATTAGTT CTCAGAAAAA TCGGTGCAAC
    15721 TGTTAGAGAC TCTGTATTTG CTGATATCAT GTCTAATTTG TCGTATTTAG GCATCTTGGA
    15781 TAAATGTAAG ATAAATATGT CGGCTTTTAG AATAACGCTC CCAAATGGCG CAGAATTCAT
    15841 TTTCCAGGGT ATGGACAACC CAGAGAAGAT TAAGTCAATT AAGGGTATAT CTGATGTGGT
    15901 TATGGAAGAA GCTAGGGAGT TTACGCTTGA TGATTATACG CAGTTGACCT TGCGTTTAAG
    15961 AGATAAGAAA CATCTAGAGA AGCAAATATA CTTGATGTTT AACCCGGTAT CAAAAGACAA
    16021 CTGGGTTTAT AAAGCCTTCT TCGTTAAGAC ACCTAAGAAT ACAGTTGTCT ATCAAACAAC
    16081 TTATAAAGAC AACCGCTTCT TAGATGATGT CACGAGAGAA AATATCGAGG AACTAGACAA
    16141 TAGGAATGAA GCTTATCACA AAATATATGC TCTTGGCCAG TTTGCTACGC TTGATAAACT
    16201 AATTTTTCCC AAATATGACA AGCAAATTTT AAACAAAGAC AAGTTATCAC ACTTGCCTTC
    16261 TTTTTTTGGT TTGGACTATG GAATTATCAA TGATCCTTCG GCACTTTTGC ATGTTAAAAT
    16321 CGATGACGTA AACAAGAAGT TATACACCTT AGAGGAATAT GTCAGGAAGA ATTTGACCAA
    16381 TGACAAAATA GCAAATGCTA TAAAGGACCT CGGCTACGCC AAAGAAGAAA TCAGAGGAGA
    16441 TTCGGCTGAA AAGAAATCTA ATCAAGAGCT GAGGAATTTA GGTATTCCTA AAATGATTGA
    16501 TGTTACCAAA GGGCCTGGAA CCGTTATACA AGGAATACAG TATTTGCTTC AATATGATTG
    16561 GAAAGTTGAT GAAAGGTGTG TCAAGACTAT TGAAGAACTC TAAAATTACA CTTGGAAGAA
    16621 AGACAAGAAG ACTAATGAGT ATACCAACGA ACCAGTTGAC AGCTATAACC ACTGCATGGA
    16681 TGCCTTACGA TATGCCGTAC AAGACAGAAT ATACCAGTCG GCGGATAGAA GTAAGCGCAT
    16741 GAAAAATGCT AAATATTATT TTTAGGAATG AGGTGAAACT TTGGAAGAAA AACAATTTTT
    16801 AGCAGGAACT CGTTTTAATG AGAATGCTAA TAAGCAATTT ATTATGCTGC AAGAAGACTT
    16861 TGAAGCAATT GACTATGAAT CAAAACTTTG GATAGATCAA CTTAAGAATT ACATTTCAAG
    16921 GTTTAAAGCA GAACAATTAG AGCGTTTGAA AGAGTTAAAG CGATACTATC TTGGGGATAA
    16981 TAACATCAAG TATAGACCTG CTAAAACAAA TAAATACGCA GCGGATAATC GTATTGCAAG
    17041 TGATTTTGCT AATTATATTA GGGTATTTGA GCAAGGTTTT ATGCTTGGCG TTCCCGTTGA
    17101 GTACAAAAAT GAAAATAAAG ACCTCCAGGC AGCTATTGAC ATTATGTCGG TCAGAAACAA
    17161 TGAGGACTAC CACAACGTCA AAATAAAAAC AGATTTATCA ATTTATGGAA GAGCCTACGA
    17221 GCTGTTAACT GTTGAGAAAA TGGATGACAA AAAAACCGAA GTAAAACTCT ACCAGCTCCC
    17281 GGCCGAGCAA ACTTTTCTTA TCTATGATGA TACATACCAG CGAAATTCGT TGATGGCCGT
    17341 TCATTTCTAC GACATAGATT ACGGCTCAGG TAAACGTAAA CAGATTATCA AAGCATATAC
    17401 TTCCGACACA ATTTATACCT ACGAAGACTA TAACCTTGAA ACAAAAGGTA TGCGATTAAA
    17461 AGATTATGAA GGACATTTTT TTAGAGGTGT ACCAGTCAAC GAATACGCTA ATAACGAGGA
    17521 GCGAACGGGG GCTTATGAGT CTGTACTTGA TAATATTGAC GCCTATGATT TATCTCAATC








Қосымша Н жалғасы

    17581 AGAGCTTGCT AACTTTCAAC AAGATTCAGT CAATGCGTTG CTTGTAATAG CTGGTAATGC
    17641 TTACACAGGA GCTGATGGGA ATGACTACTT AGATGATGGC CGATTAAATC CTAATGGTCG
    17701 TTTAGCGATC TCAATTGGGT TTAAAAAAGC CCAAGTGTTA ATTTTAGCCG ATAATCCTAA
    17761 TACAAATGGC GTTAAACCGC AAGCGTACTT TCTCAAAAAA GAGTATGATA CCGCCGGTAG
    17821 CGAAGCCTAC AAAAATAGAT TAGTTGCAGA CATTTTGAGG TTTACTTTTA CGCCAGATAC
    17881 ACAAGATATG AAATTTTCAG GAGTCCAATC TGGTGAATCA ATGAAGTATA AGCTTATGGC
    17941 TTCTGACAAC TATCGCGAGA AGCAAGAGAG GTTGTTTAAA AAAGGATTAA TGAGACGCTT
    18001 ACGCTTAGCA GCTAATATCT GGGCCATCAA AGGGAATGAA GCAACTACAT ATAGCCTTGT
    18061 AAATGATACG AGTATAGTTT TCACACCTAA GCTTCCTCAA AACGATAATG AAATTGTTAC
    18121 AGCTGCACAA AATCTTTATA GCATTGTTAG CCATCAGACT ATCTTTGAAA TCTTACATAT
    18181 TGTCACAGGA GTAGGGGCTG AAGCAGAGCT TGAACGCTTG AAAGAAGAAG CTGATAAAAA
    18241 GCAATCTTTA CCGGAGCCTA GATTGGTAGG TGATGCTAGT GGTCAAGAAG AACCAACGGC
    18301 AGAAAAGCCT TAATTACTGG CAAAAGCGTC AAAAAGATAT TCTAAGTTAT TTAGACAGAA
    18361 CTGATTTAGC TGTCTTTTCA GAACTGCAGA AGTTATATGA TGAACAGGCT TTTGAGTTAC
    18421 AAAAGGAATT GTTTGATTTT TATACTAAGT ATTCTGAAGA GAACAAAATG ACTTATCAGG
    18481 ATGTCGTTAA AAAACTACGT CATGAAGATT TATCAGATTA CGTAGCTAAT GCAAACAAGT
    18541 ATCGTAAACA AGCTGCGAAA GATCTAGAGC TGCTAAAACG ACTTAATAAG CAGTATGTAT
    18601 CAGCAAGAGC TACAAGGATG GATGCATTAA ATCTTGCGCT TGTTTATCGT GCGGGGATAC
    18661 TAAAAGGTGT ACTTGATTCA GCATTTGAAA ATCATTTAAA AAAAGTTGCC CCATATGCTT
    18721 ATAGAAAAGC AATGGGAGGG CGGTCAGGGA CAATCAATGG TCCAGTTTTA GAAGAACTGG
    18781 TTAGAACCCC GTTTGATGGT TATAACTATT CAGAACAGTT GTGGGGCAAT ACTGACAATC
    18841 TTGTTAAGAA TCTTCAAAAG AGATTAAAAC AAGGTTTTGT TCGTGGCGAG CATCCTAGAG
    18901 CGATGGCCAG AGATTTAGCT AAGCGATTTA ATGTTGCTAA TCACAGGGCT GAAACACCAA
    18961 TCAGAACTGA TGGAACTATG GTGATTAATA ATGCTACCGC TAGGCGCTAC TTGAATGCAG
    19021 GACTTAAGTA TTATCGTGAT TTAGTTAGAC TTGATGACAG GACAACTGAG ATATGCTGTA
    19081 CAATTGCTAA AGAAAACAAA AGAAAGCTAT TATCTGAGCT AAAGCCTGGA ATTAATGTAG
    19141 CACCCTATCA TTTCAACTGC AGAACAACTA TTATTCATGA TGAAGATGAG CTAAGTAATG
    19201 AAGTAGAACC AATTGAGGAT AAAAGCACTA AGGATTTTAA GGATGTCACC TCAGATTGGA
    19261 TAGATGGAAA TGAGCATAAA CCACAACTGT CACTCCTAAA TGAGTACGTA AAAAACGGCA
    19321 CTCCTTACAA AGTAGATGGC CATAGTGTCG TTCTTGATCA TTCGAATTAT GAATATAGAG
    19381 TTGCTAATTG GTTATCCAAA AAGACAGGAT TGCAAGTTGA CATGGTGCCA AGAGTTAATT
    19441 CCCCTGAACA TATCAAGACT CCTGATTATT TAGTTGATGG AGCTCCTTTT GATCTAAAAG
    19501 AAATCACAGG TTCGGGTAAA AACTTCATTG ATGGAAATCT ACGAAAAGCA AAAAAGCATG
    19561 CAATTAATAT CATTTTTGAT ATAACGAAAA CCCCTTTATC ATTTGAAGAG ATAATGGGGC
    19621 AATTAGAACA TATTTATATG ATAGATCGTA GGGGTCTTGA TATATCAATT ATCAAAAATA
    19681 AAGATGAGGT ATTAGGTTTA TTAGAAAAAG AAGGAGGATG ACCCACCGCC TCCACAGTAA
    19741 ACTGCTTCAT GGACGTTAGA CCATCATCCT TCTTTATCTC AATTATACAT CACCCTATTA
    19801 AAACTCTCAA GGAGGAAAAT ATGTTTATTT GGCAAATGGT ATTAGTGGCA CTAGGTGGAT
    19861 TGGTACCCAT ATTGATTGTT GGCATTGCAG CAATAGCGGT TAAGTCAATT ATTGCAGAAT
    19921 TGAAAAAAGA AGGATAAGAT AATGAATAAG CGCATTAAGA AAAAACGTAA ATTGGAAACA
    19981 GCGGTTGTGA TGCTTGTTTC AGAGAATGCC ATGCAAGCAG AAGCTATTAA AAATCAAAAC
    20041 AAACAAATAA TGGAGCTAAA ATCAATCGTT CAACGAAACG CTCTGGCAAC AAACGAAGAC
    20101 TTAGCAACTG TTAAAGCTGC TACTTTAAAT AACCAATCAG TTATCAAGGC AATTGGTGAC
    20161 ACGGTTGACT ATATTAAGAA AAACTACAAA CGGAAGTAGG GGAAATAAAG TTTAACCGTG
    20221 TCGAATTTAA CCTCTTTACA AATCTAAACC AAAGTCGTAG CAATACGGCT TTTTATTATA
    20281 TCCAAACTTT GTTGATGACA CTAAAAGCTA CACTGTTTCG TCGCAGGACG TAAAGCTAGA
    20341 ATATCGGTTG GTGGCGTAAC CACTAGGAGA AAGGTATGGC AGAAGAAAAT GTAACAACAG
    20401 AGACAACTGA GCAAGTCGAC ACTCAAAAAG AAGCTGTTGA ACATCCTAAG CATGAATATG
    20461 AGCGAACTTT TACTCGCGCA GACATCTCAA AAATGATGGC TGCTGAACGC ACTAAATGGG










Қосымша Н жалғасы

    20521 AATCTGAACA ATCAGCAGCT ATTGAAAAAG CTCGTAAAGA AGGTGAACGT TTGGCCAAGT
    20581 TGTCAAAAGA TGAGCGCGCT AAAGAGGAGA AACAAAAACG TCTAGACGCT ATCGCAGAGG
    20641 GTGAAAAAGC AGTAGCAGAG CGTGAGATGC GCATTGAGAC GCATTCCCTT CTTGTGGAGA
    20701 AAGGATTGCC ATTGGATTTT ATTGATATTG TTTTAGCCAC TACTGCAGAA GAGGTTAAGG
    20761 CCAATATTGA TAATTTACAA ACTATTTTTG ATAAAGCTGT TGAAAAACGT GTTAACGATC
    20821 GTTTAACTCA GAAACCGCCA CGAACAGGAA ATGGCTCGGT CGGTATGACT AAGGCTGACA
    20881 TCATGGCGAT AGAGGATGAC GACGAACGTA TGCGTTTAAT TGCTGAGAAT CGTAACTTAT
    20941 TTTAAGAGGG GAATATTATG GCTGAAAAAA ACTTAAACAC TATGGCGGAC TTAGGAGGTA
    21001 TTAAATCAAT TGATTTTGTT AACAAGTTTT CCAAAAGTAT TAATGATTTA CTAAAATTGC
    21061 TAGGGGTTAC TCGTCTTGAA ACATTAACTA ACGATCTAAA AATTCAGACC TATAAGTGGG
    21121 AAGTGACTTT ATATCAAACT GATCCTGGAG AAGGGGAAAC AATCCCTCTG TCTAAGGTTA
    21181 CTCGAACTAA AGATAAAGAC TATACAGTGA AGTGGTTCAA GAAACGTCGT GCAACTACAG
    21241 CTGAGGCAAT TGCTCGCCAT GGTGCAGCTC GTGCTATTAC TGAAGCAGAT AAGCGCATTA
    21301 TGCGTGAGCT TCAGAATGGA ATTAAGGATG CATTCTTTAC ATTCCTCAAA ACAAAACCAA
    21361 CAAAAGTTAA AGGCGTTGGC CTTCAAAAAG CGCTGTCTGC ATCATGGGTT AAGCTAGCTA
    21421 CTTTTAATGA GTTTGAGGGT TCCCCGCTTG TTTCTTTTGT CTCTCCTTTA GACGTAGCTA
    21481 ACTACCTTGG AGATACTAAA GTAGGTGCGG ATGCCTCTAA TGTTTTTGGA ATGACATTGC
    21541 TTAAGAACTT TTGGGGTATG CAAAATGTGA TTGTTATGCC ATCTGTGCCA GAGGGTAATA
    21601 TCTACTCAAC GGCTGTAGAA AATCTAGTTT TTGCATCTTT AAATGTTAAA GGGGGAGACT
    21661 TGGGCGGCTT GTTTGCTGAT TTTACTGATG AGACAGGTTT AATTGCTGCA GCTCGTAATC
    21721 GTAAGCTTTC TAATCTTACC TAAGAATCTG TTTTCTTTGG GGCGAATGTA CTGTTTGCTG
    21781 AAATTCCTGA AGGGGTTGTA GAGGCAACAA TCGAAGCTGC TGCTGTACCC GGCATTGGTG
    21841 GTTAAAGGCT ATTTATATGG GTGATAAACA ACTTATTGAC GATATCAAAC TCTTTATAGG
    21901 TATTTCCAAG GGTTATGGTG CGCAAGATGA GCTCATCACC CTTGCTATAT ATGAAAGTAA
    21961 AGAGCGTGTA CTAGCTAAAC TTAACGAATA CTCAGAAACG GAAATCACCA AAATTCCTGA
    22021 TAGATTGAGG TTTATTGTCC GTGATGTTGC TATTAAACGG TTTAATAGGA TTAATTCAGA
    22081 AGGAGCCGTT GAAGATAGCG AAGAAGGAAA GACTTTTGAG TGGGACAGTT ACCTTAAAGA
    22141 GTATGTATCA ACACTCAGAA GCGCTGCTAT TGGGAAGGTA TATTCAGGCA AAGGGGTAGC
    22201 AAGATTTATT TAGGAGATAC ACAATGATCT ATAAAGATAC AGTAATCTTA GAGTATTTCG
    22261 ATGAACAGGA AGATTTTCTA GATAAAAGAA CTGTTGAAAA ACCTAGCGGG AAAATCCCCT
    22321 GTATGGAAAA TACTTTCAAA AAATCTGAAC AGATGGGGCT ATTTGGTAAA TATGATTTGA
    22381 ATGCTTTTAA GTTGCACTTG CAAGGCCATT ACGACGGCTT TAGCAAGAAT ATCTACAAGG
    22441 CAAAATCGAG ATTGATAAAG GGACTAGAAT ACCATAAAAA TAGCACAGTT ATTTATGTAT
    22501 GAGTCTTATT TATCGGATGA GAGGCCTAGA TAGGTTTTTA CGCAGCGTTG AGCGCAAGCA
    22561 GAAGTCAGTA CGAATCGCTG TAGATAAAGA GCTTAGTAAA TCAGCTGCTA GGATTGAGAG
    22621 ACAGGCTAAA ATACTAGCCC CGGTTGACAC TGGATGGCTG AGAGCTCAAA TCTACCGTGA
    22681 GCAACAACGA CTCCTACACT ATAGAGTGGT TTCTCCTGCT TTATATTCTA TTTATCTTGA
    22741 ATTAGGTACT CGTAAAATGG AAGCTCAACT GTTTTTAGAC CCTGCTCTGA GAAAAGAATG
    22801 GCCTGTGCTA ATGGCTAATC TCAAAAAAAT GTCTAAGCGG TGATGCATGG ATTACTGACC
    22861 AGAAACACTA TATTTAAAAA AGGTAAAAAA TAGATTGGGA GTTTTGGACA TACCAATCTA
    22921 TTTTAAATGG CCTAAATCAG ACGTTTTAGA GCCTTTAATT GTTGTGGGTA CAAATATATC
    22981 AGACTTGTCA AAAACAGCTC AAACTGGAGC AGTTATTGAC GATTTTAGCC TGAATATCGA
    23041 TGCCTTCTTA CCTGGCGATA GCCGTTTGGA TGCAGAAGAG ATAAAAGCTG GCTTGCTTAG
    23101 ACTGCTTGGG CGGAATAACC AAATAAAGGC TCAGATTTTG GTAGATAATT CAATAGGACG
    23161 AGAAGTCTAT AGAGTTGCTA TCAACATTAC AGAAACACTA TTTTAAAGGA GACCCAAATG
    23221 GCAAACACTA AAGAAGGAAC AACTATTGAA ATTACAACAG GTAAACCGAT TGTAGGGAAA
    23281 AAGATTTTTT ATTTCATCCA ATCAGTTGAC GCTAAAAAAG GGAGTAAGGC TTTGCTGCCA
    23341 GCCTATCGTA CCGATGGTAC TACAACTATG GGCGGTGAAT ACATTGATGA GCAAACCCAA
    23401 CAAGGCCGCG TTATTGAGAA GGCTACGGAT GAACACTCTA TTGATTTGAC AACGTACTTT
    23461 GTACCGACAG ATCCATCTGT TGCTGTCATC GAGGAAGCTA AGAAAATGGG TAAATCTATC
    23521 AAAATTTGGG AAGTTATTGC CGACGGAACC GTCAAAGAAC AAATCCAAAT TCCTGAATCG
    23581 AGTGGTCCCA AGAAAGATGT TTACCCTGCT AAGTTTGGGT ACGCCAAGAT TGACGAAATC
    23641 GAACGTGGTT CTGGTATTTC AGACTTAGTA GAAATGTCCT ACACCGCTAA CATTGTAGGG






Қосымша Н жалғасы

    23701 GCCTTACAAG ATGGTAAATT CCCTCTCACG AAAGAAGAGA ATTGAAATGC TAAAAAATGT
    23761 ATACGGCTAT CAAAATCCGG GTGATACTAC TGGCGACTAC GATAATATCA CTAAGTAGTA
    23821 CACAGGGGCG GCGACTGCTG CCCCATTTTG ATTTAAAAAG GAGATAAAAT AATGGAATTT
    23881 ACAGCAGCGC AACGAAATAT CGATATTAAA TTTGATTTTA AAACTATGTT ACAGATCAAT
    23941 AATAAACTAG GAACAATTAA CCCAGAAACA GGAGAGCGCA ATGCAGATGG TGTTGGTGCT
    24001 TTGTTTTTCA ATATCTTAGA GCGTAATGAA AGCGCCATTG TTGACCTTGT GCGTTTATCT
    24061 GCGGGAAGCG GAAAAAAAGC GCTAACTGAA GATGGAATTT AGAAGCAATT GCAGAAGCTG
    24121 TTCATGAAGA AGGAACAACA GAAAGGTTGT TTGCTGAAAT AGAGAAAGAA ATGGTTGATT
    24181 CTGGTTTTTT CAGAGCGAAG ATTTTGAAAC ATATCGAAAA CATGAAGAAA TCAGCTCGCT
    24241 ATCTCAAAGC GAAGGACGAT ACGGACGCAA CTCAAATCCA AATTATCGAA GACATGATTG
    24301 GAAGAATGAG CAACGCAGTA TCTTAGTAAA TTGCGCACGG TTAGGGCTCA CAGACATTGA
    24361 TACTATCTAT AAATGTACTA AGTGGGAAGT AGAGGCTATT ATGGAGGGGC TTGAGTATAA
    24421 GCAGGTTGCT GAGCGCGAGA ACCTCTCTGA ATTGTCTCTA AAACTTAGAT ATACATTAAA
    24481 TGCTAAAAAG GTTGATGTAG GTAAGCTCAA ATATGATAAG CATAGGCTAT CTATCAAAAG
    24541 ATCGTATCAA AAAGCTAGCC GTAGCCAAGC CGATAGTGAT AGCAGTATTG TTGAGAGAAT
    24601 ACAAATGCTT AATAATCATT TTCAAAATAG ATAGATAAGG AGGAGTAGAT GCCAGGAACA
    24661 TTTGATGGTT CTATTTTCGC TGATGTTGGT GCCAACACAA AGGACTATGA GCAGGCCATG
    24721 GTTCGTATTG TTAGTACGAC TCAGAATGCT TTCAGAACAG CCCAAGATAC AGCGGTTAAC
    24781 AGTAGTAATA AAATGGTTCA AATCATTGGA CAAATCATGG TCCAATTAGC GAACAACGGC
    24841 GAATCGCTCG GAAAGAGACT TGGTTCCGCC TACGCTACTG GTTTAAAACT GAGCATTGGT
    24901 GAAATTCAAC GTATAGCAGA TTCCATTGGC GAAAAAATTC CCGAACCCAT AAAGAATGGT
    24961 TTCAATAAAG CTTTTTCAAT TATCCAAAGT AGCGTACAGA AGTTATCTAG GGCCATCCCT
    25021 CACCCCATAA AATACGCATT CACAAGTGCA ACAAGTGCAG GAGTTAGCTT TTCGTCTAAG
    25081 ATCACAAGTG CCGTCTCAGC AGCTTTCAGC TCTGTTAGTT CTAAAGCAGG TACTGTTGCA
    25141 GATAAAATCA GTAGTAGTTT TGGGGGTAGA ATCACTTCAG CGGTTACTAA TTTAGCGACT
    25201 AAGTTAACTA CAGGTCTTAG CAATGGTTTT AGCAGAACGT CTAGTTCTGC GGCTACTTCC
    25261 TTGAATGGAA TCAGCCAGAA ATTCGCCAAC ACCTCTTCTG CTGGAGAGAG ATTCAAAAGT
    25321 ACAGTGATGA GCATGGTGCA GGCCTTTAGT TTAATGGCTG TTGCTTAAAA AGCTATGCAC
    25381 GCTCTTACTG GGGCAATAGG CGGGGCGGTT AGTCGGGTTG ATACCATGAA CCGCTTTCCG
    25441 AAAACGATGG CACTATTTGG GTATTCTGCT GAACAATCTA AGGCATCAAC TGATAAGTTG
    25501 TCAAAAGGAA TTGAAGGTCT GCCAACTCCC CTAGATAGCG CTGCGAAATG TGCTCAGCAG
    25561 CTCGCCATAA CCACAGGAAG TTTAGATAAA GGAACTAGTT TAGCCCTCGC CTTCAATAAT
    25621 CCAATGATCG GTTACGGTGC AACAACTGAA GGGGCTGAGC AAGCACTCAG GCAGTTTAAC
    25681 CAGTCGTTGG GGTCTGGAAA AATTCAAGCT GAAGAGTTTA ACTCTGTATC AGAAGCTGCG
    25741 CCGGGTTTAA TGTTTAATAT GGCGGAAGCC TTCCGTTTTG GTAAAAATGG CGTACAAGAT
    25801 TTAAAATCAG CCTTATCTGA TGGCAAAATC ACTGCACAAG AGTTCGCAGA TAAAATGATT
    25861 GAGCCTAACG ATGCCCAAGG CGGATTTGCA GAGATGGCCC AATCATCGGC TGGTGGAATC
    25921 CGAACTGCGT GGAAGAACGT ACATACCGCC GTTGTAAAAG GCGTAGCAGG TATGATTTCA
    25981 GCCTTTGATG AAGCGGCTAA AGGTAATGGT ATGAAGACCA TTGCTGAAAC ACTTCTTAGC
    26041 CTGAAGCCCG CAATAACCAG CGTTTTTGAT ACGATTAATT CTCTTATTCC AAATGCAGTT
    26101 GCAGCATTCG CTAGGCTAAA ACAGTCTATC AATATTGACT TTAGCCCATT AGGCGCCAGC
    26161 GTTAAAGAGG TGTTTGCTCT TATTAATACT GTTCTTGGAG ATTTTGCACA TACTGGTGAA
    26221 TTATCAGGAC AGACTTTTGA TAAGTTAAAA GCAAAAATTG CTTCTTGTGC CCCTAAAGTC
    26281 ATTGCCCTTT GGGCAGTGAT GAACCCTGCA AGCGCTATAG CAACGATAAT GCCTTTGCTT
    26341 TATCTATTCG GAAAAGTTGG TCTAGCTTTA GGAAGTTTAG GGACTTCTGT CGGGGCGTTT
    26401 GGTGGCATAA TTTCTAGTGG GATAGCTAGT GCCAGCGGCG TTGTTGGTGC CTTTGCGGCA
    26461 ACTCTAAGCG GATTACCTTG CGTTTTTGCT ACCGCAGCAG GGCGTGGGCT ATCTGTGCTT
    26521 GGAACCATGA CAAGCGCAAT GTCTAGTCTT GTGAGTTTAG CACTGGCGGC CATAGGACCG
    26581 GCCGCTATTC TAGGTCTTGT GGTGGCAGGA TTTGGTTTGA TTAATAGTCA GTTTGGCGCA
    26641 CAAATCGACC AGCTACTTAA CACCGCAGTT ACAAAAGGTC CCGGTATTAT TCAAGGCCTT
    26701 GTAAAAGGGA TTACTTCTAA AATACCAGCT TTAATAGCTT GTGGTACTCA ATTGATTGCT
    26761 AAATTTGCAA ATGCTATCAC AGTGTTATTA CCAGTTATAA TTCAAGCCGG CGTTCAGCTA
    26821 ATTACCAGCC TCGTCAAAGG AATTGGACAA AATGCAACAA GTTTAATTAG TTCAGCAATA
    26881 AAAATCATTG ATAGTTTTCT CGGCTCAATT ATGAGTGCCT TGCCGCAACT TATTTCTGTG
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    26941 GGAATGGAGC TATTATTAAA TGTTGTCAAC GGCATAGTTC AAAATATACC TCTTATTATC
    27001 CAGCAAGGCC AACAAATCAT TGATAGTGTT GGGAACAGCT TACGGGCTAA CCTTCCTAGT
    27061 ATTTTTAGCA ACGGTATAGC TATTTTGGTG AATCTAGTAC AGGGAATTTC TCAAATGTTG
    27121 CCAACTGTTC TGCAGACAGC TACTCAAGTT ATTACGAGTT TTGTATCTGG AATTGTACAG
    27181 TTTTTACCGC AGTTACTTCA AGGTGGCATT CAAATCATTA TTAGCCTTGT GCAGGGGATT
    27241 ATTCAAAATC AACCCCAGAT TGTACAATCT TCTGTACAGA TTATACAGTC TTTAGTTTCT
    27301 GGACTGACGC AAGCTCTGCC TCAGATTATC GCAGTAGGCA TTCAGCTTGT TGTACAACTA
    27361 GCCGTAGCCT TGATAAAGGG ACTTCCACAG ATTATTTCTG CGGGTATACA ATTAATTACG
    27421 GGACTCGGTA AAGCCATGTT AGAGGCTATC CCAAATGCTC TTTCAGGAGC TTAGGAAGG
    27481 ATTAAGAGCG GATTCAGTTC GATGTGGGAT CAAATCACAG GTAAGAGTTC CACAAGTACG
    27541 GCTAAAGTCT CTGCGGACGC CACGGCCATG GCCTTGAATG TTGGTACTCA AACAACAGCT
    27601 ATGGCTAATC AAGCCAATAC AGATACGACA TCTATGCTTA ATAGCATTAG TCAAAATACA
    27661 GAGCTTGCTA ATATAAACGC TACATCAAAT GCTACACAGA TGGCTAATAA TGTTAATGCT
    27721 CAGACAGGAA CGATGAGTCT TCAGGGGTTG AATGATTCAA TGTCTCTTGC GAGTGGCATT
    27781 AGCGCTAATA TGTCTGTGGC TAATATTAAC GCTACTACTC AGGCTCAAGA AATGGCTTCA
    27841 GGGGTTAATG GTGCGACTTC TTCAATGAAT CTAGACGCCA TCAATCATAC GCTGAGCTTA
    27901 GCTAGTGGTG TTGGTGCAAA CATGGGAACT GCTAGCACAA GTGCAACTTC TCAGGCGCAA
    27961 GCTATGAGCT CAGGAGTGAG TAACAGTCTG GCATCAATGC AGTCAAACTC AACTAAAGCA
    28021 GCCTCTGGTC TGTCTAATAG CTTGACAAGT GAAATGTCTT CTGCAGAAAC CTCTGCAACC
    28081 TCAAGCGCCA ATAGGTTGTC CTCGGCGGTC GAGTCTGGCT TCAATAAGGC GAAGACTTCA
    28141 GCAACAAGCT CAATGAATGG GATAGCCAAT GCGGTTAAAA CAGGATTTAG TAGCATTAAC
    28201 AGTACTGCAA AGCAATCTAT GGCAAACCTT GTAAGTGCAG TGGCTTCTGG GATGTCTCGT
    28261 GCAACCGCGG TGTCTAATAA TGCTTGTCAG AAGATCCTCT CAATATTCAG GGCTTTGGCA
    28321 GGGCAGATGT CTTCTGCAGG AGCTTTTGCA GGTCAAGGTT TTCCTAATGG TCTAGCTAGT
    28381 AGCGCAGGCA CAATCTACGC AATAGCTAAC AGCATTGCCG CTAACGTAGC AGCAACAATT
    28441 AAACGCGCTC TGGATATTCA CTCGCCATCT CGTGTCACTA AAACACTAGG AGCATTTACT
    28501 GGAGAGGGGT TTGCCCTCGG TATGGCAGAG TGGATAGGTG AGATCAATAG TCTAGGTAAA
    28561 GCATAGGCAA CAGCAGTTAC TGATCAAAAC TGGGGGGTAA ATAGTACTGT TCCAACATCT
    28621 GCTAAAGTTA ATAATAGTGG AATCAATACC TCTCATGATA ATCTTGGCGA AGAGGTTGGG
    28681 CAGTCTCAAT TGTCAGAGCC TATCTTTGAA GTGCATAATG AGATTGTTGG AGATGAAATT
    28741 TACACGGCTG TTAAAGAAAA AGAATCAAGA GAGCAATCTA AAGATTCTTA TTTTGTTTTT
    28801 GCCTAGAAGG GAGTATTTTG GATTTATTAA TTGAAAAAGA GAGTCAGGCA ACTAGATTGT
    28861 CTGACTTTGG TATTTATAAT ATTGCTATTG AAGATAGTGC TCCTCTACTA TCTGTATCAC
    28921 ACCGAGCAGT CAAAGGAAGG AGTGGTTACA TCTACGATGG GGCTACTTTT ACGACTAAAA
    28981 CGCTTAAGGT CAAAGGAAGA GTGACGGTAA GCGATGTAGA AGGACGTTTG GACAAACAGG
    29041 ACGAACTAAA CGCTCTGCTT GTTGTTGACG AACCTTTCTA CGTGACTAAG ATGTACCCTG
    29101 AAAACTCAGA TCTATTTAAC TTTGGGCTTC CAGGGGAAAG CACAGAAGAC CTGCAAGTTA
    29161 TTGGCTCTCC TCATAAACCT TGGAAATATA GATTTAAAGT CATCTTAGAC GACACTATCA
    29221 CTTATGAATT TATAGGAAAA ACCAGTCAAG GACTAAAATA TAATCTTTCC TTCACACTAA
    29281 GAACTGCTGA ATTACCTTTC GGTGAGACAA AACCAAAGGA CATAACTCTA TCAGGGGGCA
    29341 GTTTTGCCTA TGGAGGAAGC GCTAAAGCAA GTCAGTTAGA CTGGCCTTTT ATTATAAAGC
    29401 TTACTCCCTC TGGAGGTCAG ACGAATTTTT ATATTGAAAT TGATGGCAGG CGCTTTGAGT
    29461 TTAAGCAGAA TAGCCAGCTA CAAAATAGTG ATAAATTACT TTTGACAGGC ATAGCTACCA
    29521 CACTAAACGG AAATTATGTC AATGCTAAAA CGAACTATGA GTATTTTATC TTCAATCCTA
    29581 ATCCTAACAA GAGAATTACT TACAAAACGG ATTTTCTTGG CACGATTAGG ATTTTAAATT
    29641 TTGTAGAGTT GTATAAATAG GAGGGTCTAA TGATTACTTT TTTGGATCAT CGTGACATTG
    29701 AGTATGGGTC CATTAGTGTC ATTAGGCATA CTAATGCTGT TAATGGTGAG CGCTCAGTGA
    29761 GCGGGGAAAT TTATACAAAC AGTGATGTCC TCAATAATAT CGATAGAGGG TGGCGACTTA
    29821 GATTTGAAGA TGGTTATTAC GTTGTTATCT ACGCAAAGCC TGTTGAAGTT GGTCAAAAAA
    29881 CGCAAGTTTC GTTTGATGCC ATACACCAAT TTTTTTGGGA CTTCAGCAAG AGTAGTATCT
    29941 ATGAGGGTCT CGGAGATGGG TCTCATACCA TTGATACCTA TCTAGAGACA GTATCTAAAG
    30001 GTAGTGGGTA CCGCTATAAG CTAGAAGTAG GTGTGAACGC ATTTAGAAAA CAATCTTTTA
    30061 ATTATAAGTC TAGGTTAGAT TTATTCAATG AGGTTATTAA AGCGACCGGA CTTGAGTTTT
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   30121 CACTCAGCGG GAAAGTGGTT CGGCTATTAA AAAACATAGG TACTGATCTG TCAAGAGTGG
    30181 TACGAAAAAA TTTCAACATG AATGATCTTA CCATTGAAAA AAATACTGAT AGCTTTATTA
    30241 CCTATCAGAA AGGCTTTGGT GCATGGACCG ACCCAGAGGA CCACTCTAAG GGGAGACTTG
    30301 AGGCGGAAGA CGAAAGCCCT CTTGCCAAGG AGTACGGTCG ACTTGAAGGG GCGCCTCTGA
    30361 CGGATGAGCG CTTCACGGTG GCAGATAATC TGAAAGAAGC TTTAAAAAGT AATGTTGAAA
    30421 ATTCTTATAA GATATCAGTA AAAATTGATA TGGAAGATTT AACGAGAGCT GGTTATACAT
    30481 GTGAGAGGCC GGTTGCTGGT GACTACATTA TGGCGATAAA TGAGACTTTA GGTTTTCAAG
    30541 AGCGTATACG GTTAGTTTCT TTTACAAGCT ACTACGACGC AACTGGAGCT TTAGTAAAAC
    30601 ATGAAGTCAC TTGTAATGAT ATCGGATCTG TGAAAAAACA AAGCGTAGGA AGTCTTTCCA
    30661 TAAACAGTAG AATCAATCAG ATAGCTGCAG ATATTGCTTC GGCAATTGAA GTAGCAACAC
    30721 AAGCACTAGT GTCTGCTGAC GGGAAAAATA CTGTTTACGG TGGCACAGAA ATGCCCAAAG
    30781 ATGAACCAAA AGGAACCTTA AAAAAAGGAG ACATACTATT CCTAAAAGTT GGCGATACTA
    30841 CTAGAATGTA TTTCTGGAAT GGTGCTGAGT GGGAAGAACC CGACGTTGTG AACGACCCAG
    30901 AACAATGGCG TGAAGACCTC GAAAAACAAA TCTCTGAGGC AATCGAAAAA GCCAAAAAAG
    30961 CGCAAGAAGA AATCAACCAG CTCACCGACA AAGAGCTTGA AGAGTTTAGA GACACCCTCA
    31021 AAAACCTAGC GTTACCAGAG GAAGCTATCA AAAAAATCAC TGAGGCTATC AAAGTTGATG
    31081 ACATCCCGTC AATTAAACAG TCGTTTGAAG ACTTAAAAAA TAAAGTCAGC GAGACAAGCG
    31141 AGACCGCACG ATTAAACGCT GAGATTATCG GGACAGATGG TAAGACCCGC TATAACGAAA
    31201 ATCTCTTGGT TGGCGACCCT AATCGCTCAA AAACTTATTA TCAAGATTAT ATAGAGCTCG
    31261 AGGCCAACGA CGGTGGTTTT AGACGCGGCG AGACATACAC GATTAGCTTT AGCCAGACCT
    31321 GTGAGTTGCT CAAAAAAGTG GCTATCACGC TGACGCAAGC TAATAATAAG GGAATTAAAC
    31381 TGGTACTGAC ACCTACCAAA GCTAAGATGG AGGCGCAGAC CTTTAATCTA AGTAAAGATA
    31441 AGGAGGTCAT CAGCGTCTAT CCTTTGAGCT ACAGAGCCGC TTTAACTGGT GACTGGTATA
    31501 AATCTAAGCA AGTTGACTTA AATGCGGCAG AGGTCCAAAA TTTGGCTCTG GAGATGGCTT
    31561 ATAGAGACGT AGTTGACAGC AATAATGCTA GTTTAGTTTT GGATTGGTCA GAAAATCCAG
    31621 ATGTTATTTT TGATGGAAAT GGAGGTAGTT AATGTCAGAG ACTATATCAG CTATAGTTGT
    31681 GCATGAAAGC ATGACAAAAA ACGAGTGGGA GTCTAGTGAC ATCATTTTGC CACAAGGCCA
    31741 GCTCGTCTAT GAGTCTGACA CAGGCCATAG TAAATTTGGC GACGGTAAAA ATAGATATGC
    31801 AGATTTGATC TATCAAGGTG TGCCACCAGG TCCCCAAGGC CCACCAGGTA AAACAGGGGA
    31861 GCAGGGCCCG CCAGGCCCTG CTGGCAAGCC TGGAACGACA GATTTAAATC AACTCCAAAA
    31921 TAAACCAAAT CTAGAAGACT TTGCACAAAA AAAAGAAACT AATAGCCAAA TCGCCAAATT
    31981 AGTATCAAGC AAAGCAGATA AAAGCGCTGT TTACTTAAAA GCAGAGTCAA AAATAGAGCT
    32041 AGACAAAAAA TTGAGTTTGA CAGGTGGCGT TACCACAGGC CAACTAAAAT TTAAGCCAGC
    32101 CGCCACTATT GCTTATTCCT CGTCAACGGG TGGAACGGTC AATATTGACT TGTCGTCTAG
    32161 CAGAGGTGCT GGTGTTGTTG TCTATTCTAA CAATGATACC AGTGATGGGC CGTTAATGAG
    32221 CTTGCGGACG GGTAAAGAGA CCTTCAATCA ATCGGCGCTT TTCGTCGATT ATAAGGGAAC
    32281 AACAAATGCC GTTAATATTG CGATGCGTCA GCCAACCACC CCCAATTTTT CATCGGCGCT
    32341 TAATATTATT AGCGGCAATG AAAATGGTAG TGCGATGCAA ATTAGAGGCG TTGAAAAAGC
    32401 ATTGGGAACG CTCAAAATCA CGCACGAAAA CCCAAACGTT AAGGCAAGTT ACGATAAAAA
    32461 CGCTGCAGCG TTATCTATTG ATATTGTCAA AAAGGCAAAC GGTGTAGGAA CAGCCGCTCA
    32521 GGGAATCTAC ATTAACTCAA CGTCAGGCAC AACTGGTAAA ATGCTCAGAA TCAGAAACCT
    32581 TAATGATGAT AAGTTCTACG TCAAGCCTGA CGGTGGTTTT TATGCCAAGG AAACTTCGCA
    32641 GATTGATGGC AACCTGAAAC TCAAGGATCC CATAGCGAAT GATCATGCGG CAACCAAAGC
    32701 TTATGTTGAT GGTGAAATCA AAAAAATAAA AGCACTCTTA ACGGCTAAGT AAATGTAAAA
    32761 AGGAGGAGAT TTGAGCAGAG ACCCAACATT AACATTAGAC GAGTCAAATT TAACGATCGG
    32821 CTCAGATGGA CGTGTGCATT ACACGTTTAC GGCTAGTCAA GACAATCAAA AAGTCAGATT
    32881 AGCCAGCAAC TGTCTAGGAA CAACTCGCTT TAATCAGGTT ATGATTGAGA GAGGCGACAA
    32941 AGCGACTGAC TATGTTGCGC CTGTTGTCGT TGAGGGAAGC GGTGAGTCGA CAGGTGTGTT
    33001 TAAAAGTCTT GAGGAGATGC TTAGTGGTCT ACAGTCTATT AATTTAGAGC TGACAGATAC
    33061 CAAAAACTCC AATCTTTGGT CAAAAATCAA GCTCACGACA AACGGTATGT TACGCGAGTA
    33121 TCATCGTGAT CATATTAAAA CAGAGACTGT GGAGAGCGCA GATGGTATTG CCAAGCGGAT
    33181 TGCCGATGAC ACTGGCCAAA AGCTGGCACT AATCAATGAG ACCATCAAAG GTATCAAGCG
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    33241 TGAGTACCAA GACGCAGATG GACAGCTATC CGAGAGCTAC CAAGCGGGCA TTGATGGCCT
    33301 AAAAACTCAA CTGGCCAATG ACAAAATCGG TCTACAAGCT GAGATTAAGC TGTCAGCTCA
    33361 AAGCTTGTCG CAAAAGTACG ACGATGAGCT GCGCAAGCTG TATGCAAAGA TTACCACCAC
    33421 CTCATCAGGC ACGACCGAAG CGTACGAAAA CAAGCTTGAG GGCTTGCGTG CTGAGTTTAC
    33481 CCGTAACAAC CAAGGCATGC GCACTGTGTT AGAGTCGCAG ATTAGCGGGT TAAGGTCTGT
    33541 GCCGCAGTCA ACTGCAAAAC AAATCTCGCA GGAGATTAGA GACAGGACAG GTGCTGTTAG
    33601 TCGTGTGCAA CAGGACTTAG CCAGCTATCA AAGACGCTTG CAGGACGCCG AAAAAAATTA
    33661 CAGCAGTTTA ACCCAGACGC TTAAAGGTCT ACAATCAACT GTTAGCGATC CGTCAGGTAA
    33721 AATCCAGTCG AGGTTTACAC AACTACAAAA TCAAATCGAC CAACGTGTGA CAAGAGATGA
    33781 CGTTACATCA ATCATCAACC TATCCGGAGA TAGTATCAAA CTAGCTATCC AAAAAGCCGG
    33841 TGGTATTGAT GCTAAGATGA GCGCTAAAGA GATTATCTCA GCGATAAATC TTAATGGCTA
    33901 TGGCGTGCGG ATCTCTGGCG AGCGTATTGC TCTGGACGGT AATACGACCG TCAATGGGGC
    33961 ATTTGGGGCT AAGCTCGGTG AGTTTATTAA GCTCAAAGCT GTTCAAATCC TTGGTGGTAC
    34021 GATTGACGCT GCTAAGATTA GAGTGATCAA TCTTAACGCT AGCAGCATTG TCGGCTTAGA
    34081 TGCTAATTTT ATTAGGGCCA AAATCGAGCA TACGATCACA AGTTTGCTCG AGGGCAAAGT
    34141 TATCAGAGCT CGCAACGGAG CGATGATGAT TGACTTGTCA AACTCTAAGA TTGACTTTAA
    34201 CAGCAACGCT ACCATTAACT TTAATAACAA AGACAACGCT TTGGTACGTA AAGATGGTAC
    34261 CCACACAGCC TTTGTGCATT TTAGCAATGC CACGCCAAAA AATTATACAA GTAGTGCGCT
    34321 TTACGCCTCG ATCGGGATAA CCTCGTCAGG TGACGGGATT AACAGCGCGT CGAGTGGTCG
    34381 TTTTTGCGGT GCTAGGTTTT TTAGGTACGC ACGAGGTTAC GAGCACACAG CGCTTGTCGG
    34441 TCAGGCCGAA ATTTACGGTG ATGATATTGT CTTTAGCGAC GATTTTAACA TCGTTCGTGG
    34501 CTTTAAGACG CGGCCTAGCC TAATGCCAAA AATGGTCGAT CTCAATAAGA TGTATCAGGC
    34561 CATTTTAGCT CTCGGCCCGC TGCTGGTTAC ATGCTAATAA CACAGCGTGG ACATTTAACT
    34621 CAGACACTAC TAGTGCAATC ATCAGAGAGT ATAACTCATA TATTAATGGA TTACAGGAGA
    34681 CAACATGGAT GTAACAGTAC AAAACAAAGA CTTAAATACG CTCTATAGTG TACTAGATAA
    34741 AATTAAGGTT ACTAATATGC GTGTCAATCG CGGCCGCGCT AAGCTGCTCG CCAAAGTAGA
    34801 GGCTAAGCTC AGAGAGTATG CCAAAGACGA GGTTGATATT ATTGATCAAT ACGCTGCTAA
    34861 AAACAACAAA GGTAAGTGGT TAGTTGAGAA CAAAGGCAAT GCTAAATTAA CCGATGTCAC
    34921 AAAAGTAACT GAGCTTAACG ACTGTTTAGA CGAGTTAGCC AACGAGCCTA TCGACATCAA
    34981 AGGCCATGAG TACTCTAAGC GATTTATCGA CTTTTTGGAG TATCTGGCCG AGGCCGAAGA
    35041 TGAGTTTACA GGGGCCGAAA TTGTACTGAT TGACTCCATT TTGGAACAAT ACGAAGGAAG
    35101 TAAAAAAGGA GAATAATTAT GCGCAATTGG AAAGTAACAG CAAACTATCC GCAGTGGGAC
    35161 GGTACAGGAG TAGTCATTGA TACGCAGGTA ATTATTACAG ACGATATGGG TTCGGTCATC
    35221 ACAGAGAAGA TCAAAAAAGA TTTGAGAACA GCTAATGATG CAGAAATTAT CGAGGCTGCT
    35281 TTAGAAGAGT TTAAAAAGAC TGCTTACGTC AAAAATGCCA TGGGAGAAGC AGTCCAAAAA
    35341 GTGGACGAAC TTGAAAGGCT GTCACAAGAA ACCGCTAAGA CTGCTAAAAC AGCCCAAGCA
    35401 GCCGCTGGAC TAGCTAAAGT GTCCGCAGAG CGTACCCAGA AGATGATTAA TTTGCAGACT
    35461 ATCCAGATGT TAACGACTGG TGGACGAGTA GAGCCTGATA ATTATAAAGG CATGCTTGAA
    35521 CTAATCGAGC CAGCCAAGAA AGGTGAGTAT CAAGCGTATG ATGTCTTTAC CGTGGTAGAC
    35581 GAGTCACATG AGGAGCTGGC TGGCGAAGGC AACCTTGTCT TTGTGCACGT CAACGAGCCA
    35641 TTTACGTATG AGGCGCAAAC TCTTAAAGAT TTGGAATCAG AGGATAAAGT CACAGTTATT
    35701 AAATATGCGG ACTTAGTTAA GCAGGATTAG AGGTGATCTA TGGCAACAGA GTTGATATTT
    35761 GGCGTTGGTG GCTTTATTTT AGCTATCGTC ACGACTTACA ATATTTTTAA TGCAAAATCC
    35821 ATCAAGCATG CGACAGATAT TACGTTGTTG TAGGCCGAGG TAGAGCATTT AAAAATTGTT
    35881 ACACGCCAAA ATGCTAGGCG GCTTGAAGAG CACGCTGAAC AAAATAAAAC ATTGATTACA
    35941 ATGACAGAGC AAATTAAAAA TTTAACAGAT GATGTTAAAG ATTTAAAAGA TATGATGAGA
    36001 GGAGAAATCA AATGATTAAT TTAAAATTCC TACTACAAAA TAAAGTAACT TTGATGGCAA
    36061 TTTTGGGAGC TATCTTTTTA CTGGCACAGC AATTAGGTAT TAAACTACCA TCCAATATTG
    36121 CGGATATTGC TAACACAGCT GTGACGCTTT TGGTATTGCT TGGTGTTGTC ACAGATCCAA
    36181 CCACAAAAGG CCTATCAGAT AGTGAGCAAG CATTGACTTA TCACGAGCCA AAACAATAGG
    36241 AGGGGAAATG CGAGCAATCA CACGATTAGC ATTAGTTATA GCAATCGCAT TACTGTATGT
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    36301 GCCGCTGTCT GTGATTGCTC TTATCTTTTA TCCGTTTTTA AATAAGGAGG ACAGATGACC
    36361 TTTTTAGATG ATATAAAAAA AGGCTGTATC AAAGGTTGGT TAGATTATAA AGTCTTGACA
    36421 TCCTTGACAG CTGCTCAAGC AATCTTAGAG AGCGGGTGGG GTAAACATGC CCCCCACAAT
    36481 GCTTTATTTG GTATCAAGGC AGATGCAAGC TGGACTGGCA AGTCATTCAA CACTAAAACT
    36541 CAAGAAGAGT ATCAGCCTGG TATCGTCACG GATATTGTAG AACGCTTTAG GGCTTACGAT
    36601 AGTTGGGATG AGTCAATTCT TGATCACGGA CAATTTTTAG TCGATAATCC ACGCTACAAA
    36661 GCTGTGATTG GAGAGACTGA CTATAAAAAA GCCTGTCATG CTATAAAAGA TGCAGGCTAT
    36721 GCGACAGTTA GCGGCTATGC GGAACTGCTT ATCCAGTTGA TTGAGGAAAA CGACCTACAA
    36781 GAATGGGATA GGGAAGCTCT TAAAAATAAT AAGGAGGAAA CGATGACGAC CGCAAAGGAA
    36841 ATTGTACAGT ACTGTGTTAA TCTCGCAAAC TCTGGGATGG GAGTTGATAA AGATGGTATG
    36901 TATGGCACGC AAGGCGCTGA CTTGCCATGT TTTGTCGCTA AAAATTGGTT CGGAGTCGAT
    36961 TTATGGGGTA ATGCGATTGA TTTAGTAGAC AGCGCAAGTG CTCAAGGTTG GGAAGTCCAT
    37021 CGTATGCCAA CAGAGGCAAA TCCAGGAGCG GGGGCTACGT TTATAATGGC TGCTTCTGGG
    37081 CATCAATATG GTCACACAGG AGTTGTAATT GAGGATAGCG ACGGTTATAC CATGCGTACT
    37141 GTTGAGCAAA ACATTGATGG CAATGCAGAC GCTCGGTACG TTGGCGCACC AGCTCGTTTT
    37201 AATACTCGTG ACTTTACTGG TGTGACGGGT TGGTTTTACC CACCATATCA AGAAGATGCC
    37261 GTTACACAAC CAGTCAGCAC CGAGCCGCAA ACGCCTGACA CCATCGTAGA GACTCCAAAA
    37321 ACAGGTACTT TTACGCTAGA TGTTGCAGAG ATTAACATTA GACGTTGGCC AAGTCTCGCC
    37381 AGCGAAGTAG TAGGCAGCTA TAAGCAAGGT GACACCGTTA ACTTTGACAG CGAGGGCTAC
    37441 GCTAATGGCT ACTACTGGAT TAGCTATGTC GGTGGCTCTG CAAAGCGTAA TTACCTAGCG
    37501 ATTGGACAGG CTGATAAAGA TGGGAACCGT ATCAGCCTTT GGGGGAAATT AAATTAGGAG
    37561 GTAAAGCTCC GAGATAAGAC AAATGCCCTC GCTTTTGCGG GGGTATTTTT GTTATCAAAA
    37621 TCAATATGTA GTGTTAGCTA ATTTTTTAGC TAACGAGATA TAGTACTTGA CAAATATGTT
    37681 ATAATTAAGA AAAAGGAGGT GTAATTGAGA TGCATGCATT ATTTGTTGCA AATTATATAA
    37741 TTGAGTATTC AAATAAAAAA GGCTACCCAA TCAATAATCT TAAATCAAAA ATTATTAAAC
    37801 TTCGTGAATG TAAGAAATAT TCTTGAAAAT GGAGCTCCTC TTTTTGAAGA AAGTATGGAA
    37861 AAGTGGAAGT ATTGACCAGT TGTTCCTGAT GTCTATCATG AATATAAACG TTTTGGAGCT
    37921 TTTTCCATCT CTACAGACGA GATGATTATG GAATATGTTG AAGTCAGCCA TAGCCCATTT
    37981 GCTGACCTAG AAATAACCGA ATACAATCCA GAAAATGTCG AGAATACTGG ATTGATTGAG
    38041 AATACAGTGG CTGCCCTAAA TAATCGTGAT CCATTTGAAC TTGTTAATAT TACTCATAGA
    38101 CACACACCTT GGAAAAAGGA TGAGGATAGA ATAATGGAAG GTATTCAAGG AATTAAATAT
    38161 ACTATTGAAG AAATCAAAGA TTATTTTGGA AATCATCCCG AGAAGAAACT ATAGGTTCAA
    38221 TGCCATTAAA AGTTATTGAT TCATTGCTGG ACGGTGGCTT GGAAGATAAT AGTGCTGATC
    38281 TTATTAAAAA ATCGACTTTA GATGTTTATT ATCGTTATTT ACTCGATTCT AACTTGACTA
    38341 TACCTTATAA TAGAATTGCA AAATATGTAT ATGTGAATGA ACAAACCGAT GAAGTTAATG
    38401 AGATTTTAGA AAATAAAAGC AAATTTATTG TAACTAAATT TCAAGGCGGT TCAAAAGATA
    38461 AAGATATCTT AATAAAAAAC CTTAATAAAA AAACAAATAA CTATATGCTT GCCCAAGTTC
    38521 AAAAAGAATT TATAGTGGAA AACTCAAAAA TCACCAGAGA TGGATTAAAG CAAATACGAA
    38581 AATCAACAGA TAATTTAGAA AAGCAATCTA ACAGAATGGA AAAAAATGTA AGAGTTGCGG
    38641 AAAAAGAATT AAAACAGTTA AAAAAAACAA AATCACAAAT ATATACTGAT TTTGTAACTA
    38701 TTTTGGGTGT ATTTTCGTCG TTGGTCTTTA TTATGTTTGG AGGATTTAGT GCTTTGTCAA
    38761 CTATGATTGG GACTCTCAGT ACAACTGAGG TATCAATTGG TAAAACTTTA GTCATATCGT
    38821 CTATTCTATT AGGATTTTTG TTGATTCTAA TATACTCTAT GCTTTGTTGG ATATCTATAA
    38881 TTATTGATAA ACCATTCCAC TAAACTGTTG TAGTTGTAAT GGCAATAAGC TAAAACACAT
    38941 AGGGAATACC TTTCTTAACA ACGGATATTT TTTCTTTTTG TTGATAATTT GTGTCTTGTG
    39001 CTCTATGCTA GGTACCTATT TGAAATAAAA AAACAACCGC TCAGATTAAT TTCTGGGCCG
    39061 TTTTTGTGTG TCTAAAAATT TTTTGAAATC TTAGTTTTCT TCTTCTTCTT CGGTAGTAGT
    39121 ATCGTTATAA ACTATTTCTT CTGAATCATC CACAGAATTT TCTATTTCGT CTGTTGTAGA
    39181 ATCTTCAATA TTATCAATTT CACTTACAGG GCTTTCTGTT AAGAGTCCAC CCTTTTCATA
    39241 ACTAATATTA AATCCATCAG CGGTGTTGAA AACACGAACA GTTTCATCAA TTACTCCATC
    39301 GGGAGATAAA GCAGAAACTA AAACTGATCT TGGTAATAAC TCAGTCCCCT GATATTCAGG
    39361 GATGGCGCTG TAGAATACAT AAGCTTCAGG ATTCTTAGTG ATATGGCTTA AAACTTTTTT
    39421 CTCAATATAT TGCATCCCAC CTTTACGTGT TCCTACATTT TGCATTTGAG TTCCAGTAAT
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    39481 AGCGTTTTTC CGTATGGACA TTCCTCCAAG GCTATCGGCA TAGAGATGGC TACGTACAAA
    39541 TAAGTGACTG TTGTATTGTT TACCTTTTAA TGTTGTTAAC ACTTCAGGTA CATTGTTGGT
    39601 AACTTTCTAT GACTTAGTAC GTCTTGAATC ATATTCTTTC TCACTAATTT CTTCATTATC
    39661 GGCCCTATTA TAAAATCTGA ACCAACCGCT TTTTTCGGGA TTTGTTTCCC ATTTTTCACG
    39721 GTATCCTTTA GACATGTCAA TCATATCTTT TGTGACAACG CCGTAAGCGC CTGTTGAACG
    39781 TTTATAGCCA TCTAATGGTT TATAAACTAC TTCAGATACG GTTACTCTTT TTACGCTTCT
    39841 TCCTTGTCCT TAATAGACTC TCTCGGTTGT TTTATATATC TTAGGAAAAG CAGATTGGTC
    39901 AATGTTTGAC TCACCAATTA CAGTATAATA GTCTTTATAT TCACCATAAG TCTGATTTAC
    39961 TGAGACTGTT TTAGCTAAGA CTGTACTGTG ATGATAAGTT GGAATCGCCA TCACAGCAAA
    40021 TGATGCGAAT GCTGCAACAA CTATTCTGGC GAGAGAGTTT CTAAGCTTTT TAGAAATATC
    40081 CATGTCCTCC TTTAATTATT TACAGGTTAA GTATAACACT TTAAATTAAA AAAACTTAAA
    40141 ATTAATAAAA TTAACTTGTT GCCAATATTG TACTAAAATT TCTTTTTATC TAATATTCGT
    40201 CAATAGTTAA TAAGTTAGTT TCTAATAAAA TAGATGTTAT TTAATTGTAA ATAAGCTTTA
    40261 AATTTAATTA TATTATTTCC TGTAAAATAC GAATAATAAG ATAAGGAGGT GCTTTATGTT
    40321 AACATACGAC GAATTTAAAC AAGCAATTGA TGACGGATAT ATCACAGGAG ACACAGTAGC
    40381 GATCGTGCGC AAAAACGGAC AGATTTTTGA GAATGTGTTG CCGCATGAGG AAGTGAGGTC
    40441 GTGGGAGGTG TCAATAGAAG AAATAGTGGA AGAAGTGCTG CAGGAATTGG AGTAACATTA
    40501 CCCGTCAATC ACCCGTTTAT TTTTGTTTTT TCGTC.
дене темпер. қалыпқа келуі (тәулік)	I төменгі мөлшер	II жоғарғы мөлшер	III жоғарғы мөлшер	IV бақылау	5	3	2	9	Жараның толық эпителизациясы (тәулік)	I төменгі мөлшер	II жоғарғы мөлшер	III жоғарғы мөлшер	IV бақылау	7	4	4	14	Тәбеттің және белсенділіктің қалпына келуі	I төменгі мөлшер	II жоғарғы мөлшер	III жоғарғы мөлшер	IV бақылау	5	3	3	14	Str.equi бөлінуінің тоқтауы(тәулік)	I төменгі мөлшер	II жоғарғы мөлшер	III жоғарғы мөлшер	IV бақылау	10	7	3	14	тәжірибедегі топтар атауы


бақылау күндер




«Streptophagum equi»	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	1	2.5	4	2.5	1.5	ВетБицин-5	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	3	5.5	8.5	8.5	3	Гентамицин 4%	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	4	7	10	10	4	Тилозин-50	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	3.5	8	10	10	3.5	Жұқтырылған бақылау	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	9	10	10	10	7	Интакт бақылау	дене температурасы	лимфаденит	абсцесс	теріс себінді	тәбет	0	0	0	0	0	Клиникалық және микробиологиялық көрсеткіштер


Қалыпқа келі уақыты, тәулік
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‘paiion, n.r.t. Tsapaeiickuii. Tex.: +7(72636) 7-22-28.

Tenepansmsiit mpexrop) K. 3axapest
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AKT HCTIBITAHHSI JIEYEBHOTO BHONPENAPATA
«Streptophagum equi» na somazsx B yeronusx
KpecTLANCKOTO X03siicTDA

Kaparawaunckas o6aacts,
Byxap-JKuipayexnii paiion Cemrsiopn 2025 roza

M, mnkenonicauecs: sasexyiounii nadopatopneii «MitkpoSoorua» TOO
«HayuHo-uceneIOBaTeNbCKIE  MHCTHTYT NIpOGIeM  GHOOPHYECKOli  GesonacoeTin
(HUMIIBB) — Ecremberos B.A., crapuuii mayumsii cotpymsuk — AnmbicGaesa C.E.
nayuisie cotpyzuuKn ~ Capwsixosa MK., O6aiwyxtap AP; pykosommems T'V
«Kaparanauuckas o6nacthas Tepputopmansias mmcrexuns KBKH MCX PK» —
Bekerbacs EM.; pykosoguTen, ormiena  GHonormueckoli  Gesonacmoctn 'Y
«Kaparanmiickan  ofnacTias Tepputopratbiian micneuis KBKH MCX PK» —
VwanGace JLC., pyxosomurens TV «ByxapIKsipayckas paionKan TeppuTopuatsias
uncrexuns KBKH MCX PK» — AGensmimos KK n mpeictasireit, KpectancKoro
xossiictsa «Kurepy - Apunos KA, coCTaBHTH HacTosumii akr o nposenciiu
HenkITanwii neveGHOro Guonpenapara.

Hauvenosanne npenapara:

Buonpenapar «Streptophagum equi»

Tipoussoaurens: HAMIIEE

@opwma suimycka:

Huakocth

Hasnasenne npenapara:

Darorepari MbiTa y romazeli (Streptococeus equi)

Veaosus nposenenns nenbiannii:

Mecro: Kpeetsanckoe xosaiicrso «Kurepy,, Kaparanausickas o6nacts, Byxap-
HKetpaycxi paiion

Cpokw nposeenus: centsops 2025 roza

Koausecrso usorusix: 30 rozon

Topona: _Gesnopouoe

Bospacr: o7 6 Mecates n cTapiie

Cocrosume AnBOTHLIX 10 Wawasa wemmrammii: Habmogamics kimineckie
TIPH3HAKH MbITA: THXOPA/IKA C NOBBICHHEM TeMNEpATypBi Tena 20 40-41 °C, yrietéinoe
COCTORNIHE, BANOCTS, CHIKEHWE anneTHTa. B HAYMILHON cTaiuy Gosesun y momazci
OTMENAT0Ck ROCTAICHHE TIOTKH U MHHIAHN, CONPOBOKIGRIICECH SATPYIHCHHEM NpH
TIpHEME KOPMA 1 BOZHI, HAPYUICHHEM akTa rOTaHMs. acTo BO Bpews MOCHHS BOMA y
GombikiX iomaeii BLIBATack 0GPATHO Yepes Hocomsie Xost. TIpi MatbmaLMH OGIACTH
FIIOTKH ONPEAEIUTHCH MECTHOE NOBHIIEHHE TeMIICPATYPEI, BHIPAKEHHAA GOTEIHEHHOCTE
M YIUIOTHERHE B 06AACTH IOMEOCTHEIX THM(ATHYECKHX Y310,

Merommka npumenenns npenapata:

Tlpenapar BBOMLICA WHTPAHA3WILHO — 4 MI H B OGNACTh NOYEMOCTHORO
mmvpoysna — 1 w1 Beero B z103e 5 wit.

Tlepet BBeIeHHEM OMI0BY 7IOMIAH FAPOKHLIBAIH 1 HECKOTHKO CKYIL,

OGpaboTanii yacTK He cMbBATH B Teuenie 40 MHTYT TI0CIE BBe/CHHS.

Jleserie npoBOAWIOCH | pas b Jeds yTpow, B TeveHHe 5-7 e

‘Tepaitis NPHMCHAIACE, HATHIAS C 6-MECSUHOTO BOIPACTa HePEBAT.
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B Teuene 7 Heii nocie Kavata TEPAIIHH OCYLIECTBIATIOCH SKCHEBHOE
BETEPHHAPIOE HAGTIOACHHE 32 COCTORNHEM BCEX IETeHHbIX KHBOTHbIX.

PesyaTarhi nensrran
. YV BCex KMBOTHEIX HAGMIOAANOCh NONOKHTEIbHOE TeueHHe 3a60neBanms
TIOCTNIeHHBIM YTy HILEHHEM COCTORHILA.

KnHmEcKkoe Bh310pORIIEIHe OTMEHAI0Ck K 3-4 Aeih Of HauATa TepanHi.

TloBoumbix 3hdeKTon Wi ocroKHeHHil B Xofe NpHMEHeHHs Iperapata He
prrem—

Bronpenapar  «Streptophagum  equi»  IPOXEMOHCTPHPOBAT  BLICOKYIO
ShEKTHBHOCTE TIpH TepaNHH MBITA Y TIOWaJeii.

3aKaI0ueRHE BETEPUHAPHOFO cemMATMCTA:

Tpenapar «Streptophagum equi» pexomerzyeTcs k MpHMEHEIMIO 1A Tepanin
MBITR  JIOLIQACH B YCAOBHSX KPECTESHCKHX X0FiCTS, HAUHILA ¢ 6-MCCHUHOTO BOIPACT.
Tipi COGMIOCHIH CXeMs! TIPHMEHEITHS TIOKAZA BHICOKYIO KIHHHICCKYIO HbdexTHBHOCTS
# Gesonacrocts.

o= bt erte B.A. EcnemGeron

AnmicGaena

ZLM.K. Capmbikosa

)
/AP, O6mimyxtap

_. EM. Bexetaes
— '&‘y? JLC. UntanGacs

W ﬂ K.K. AGensumnon

npesc L pecriscroro xossiersa (7« KA. Apiion
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AKT HCTIBITAHUS IEYEBHOTO BHOTIPEITAPATA
«Streptophagum equi» wa romanx n yeronuax
KPECTLAHCKOTO X03stiicTRA

Kaparananuexas o6aacts,
Kaprapasuncxanii paiion Centsiops 2025 roza

Msi, niwenoanmeasiinecs: saseayiouuii saGoparopieii «MitkpoSiozioriay TOO
«Hay Ho-HCCIC/OBATECKHI  WHCTHTYT pOGieM  GHOZOTHYCCKOli  GesomacKoCTI
(HHHITBB) — Ecnewberos B.A., crapumii naysssii corpyamux — AnnicSaesa C.E.,
naywmie cotpyummki — Capwbikosa MK., Obiisyxtap AP pykosomrems I'Y
«Kaparaiynexas oGnacTHas TeppuropHansias nicnexuns KBKH MCX PK» — Bexeracn
EM. pyxomomurens otiena Guonoriseckoii Gesonacuoern IV «Kaparammicxas
OGTACTHAS TEPPHTOPHATLIAR WHCTICKIIIA W TIDEACTABHTEI KpCCTLAINCKORO Xo3alicTsa
«EpAQiD,  COCTABITH  HACTOAUH aKT O pOBEXCHMH MCTMTANMH eHCGHOTO
Guonpenapara.

Hauvenopanue npenapata:

Buonpenapar «Streptophagum equi»

TMpowssonurens: HUNTIES

@opma srmyexa:

HKuwoets

Hamavenne npenapara:

arotepani MuTa y owianeit (Streptococeus equi)

VeaoBHs npoBeIens HenbITANNE

Mecto:  Kpectoarickoe  xossiicrso  «Epwans,  Kaparamwmicxan  oGmacs,
Kapkapamscxuit pajion Mazmsckii cenbcinii okpyr

Cpokn nposeaennsi: cexsGps 2025 rota

Koawsectso Ampornuix: 20 ronon

Topona: KaGe

Bospacr: o7 6 wecsiie u crapie

Cocrosmme AuBOTHBIX 10 Mawara wenbrrammii: HaGmojanics xumimieckie
NI3HAKH MBITa: THXOPAIKa  TIOBLILIEHHeM TeMIIEPaTyphi Tea 10 40-41 °C, yreTéiioe
COCTORMME, BANOCTS, CHIDKEHME anneTHTa. B HauaiLHofi CTa Gonesin y nomajeil
OTMESAIOCh BOCHIATEHHE TIOTKI H MHHAQIHH, CONPOBOALABIICECS ATPYCHHEM TP

PHENE KOpMa W BOJIM, HapylleHHeM aKTa ioTaHis. UACTO BO BPMA MOCHHA BOXa Y

Gosmerx Jlomaneii BeUMB&TACH OGpaTHO epes Hoconnie Xobt. [lpy Matbnam oGnacTH
FAOTKH OPEACTATHCI, MECTHOE TIOBBIIICHHE TeMTIEPATY b, BHPAKCHIAA GOCSIEHHOCTS
YRIOTHEHME B OGIACTH HOTETOCTHIX THMATHIECKIIX Y3105,

Meroauka npumenens npenapar:

TIpenapaT BBOAWICS MHTPGHA3ANEHO — 4 Ma 1 B OBACTS TORUEAIOCTHOTO THMDOY3I
~ 12 5cero B 03e 5 .

Tlepeit BBEIEHHEM TOIOBY 10LIAH 3ANPOKILBIBATH Ha HECKOILKO CEKYH,

OBpaGoranmsii y4acToK He CMHBATH b Teveime 40 MUHYT NOCTC BBETENHA,

Jleuerme nposofuIoch 1 pas b Aekh YTpoM, b Tevee 5-7 ueit.

‘Tepanus NPHMEHTach, HAMHAA ¢ 6-3CCATHOTO BOIPACTA HEDEBAT.

B Teucime 7 aneli MOCIE HAYAT2 TEPAITHI 0CYUIECTRILIOH CKEIEBIOR
BETePHHAPHOE HAGIOTIEHHE 32 COCTORHHEM BCCX JICHCHIHX KHBOTHEIX.
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V. BeSX AHBOTHLX HAGHIOMWIOCH NONOKHTENHOC TeweHHe 3aGoneHaNA C
TOCTEIeRHbIM YAyHLICRHEM COCTOHIA.

KJIMHHUECKOE BbI3I0pOBeHHE OTMesanoch Ha 3-4 il OT HAsana Tepamii.

TIOGOUMLIX SGEKToB MWIH OCTOAHCHAH B Xofe MpHMCHCHWA Npenapata e
sadkcuposano,

brionpenapar  «Streptophagum  equi»  TPONCMOHCTPHPOBA  BHCOKYIO
SdEKTHBIOCTS ¥ Tepammi MITa y fomazcii.

3aKinovenHE BETEPUNAPHOTD CHlewMATHCTa:

Tpenapar «Streptophagum equb» PeKOMERAYETEs K IPHMEHEHHIO UTK Tepani MyTa
¥ TOWARCi B YCAOBMAX KPECTEAHCKIX XO3ACTR, HAUMHA ¢ 6-veCHuHOO Bospaca. TIpi
COBTOACHHH CXeMEI IPHMEHENIA TIOKA3AN BHCOKYIO KIHIHTECKYIO 2deKTHBROCTS 1
Gesonachocrs.

Toummen cropon:
Toannen exopon:

G5t ad et B Benewseron

/. C.E.AamucSaesa

W M.K. Capmuikona

4D AP. dbmimyxrap

E.M. Bexeracn

C.P. Bekertacn




