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(54) Штамм вируса болезни Ньюкасла Куr/1-16

(57) Изобретение относится к ветеринарной вирусологии и касается штамма вируса болезни Ньюкасла (БН). 

Задачей изобретения является получение местного производственного штамма вируса БН, обладающего высокой иммуногенной и биологической активностью.

Задача решается получением штамма Kyr/1-16 вируса БН птиц семейства Paramixoviridae рода парамиксовирусов, пригодного для изготовления диагностических и вакцинных препаратов. 

Техническим результатом изобретения является получение отечественного штамма вируса БН, антигенно адекватного современным высокопатогенным штаммам вируса БН.  1 н. п. ф., 5 табл., 2 фиг.
Изобретение относится к ветеринарной вирусологии и может быть использовано для изготовления биологических вакцинных препаратов и диагностических средств.

Болезнь Ньюкасла (БН) является одним из серьезнейших вирусных заболеваний птиц, способных вызывать крупные падежи, причиняя огромный вред сельскому хозяйству и нанося серьезный экономический ущерб. Резервуаром возбудителей могут быть перелетные дикие птицы, а также домашние утки, гуси. 

Кыргызстан расположен в центре Евразийского континента на Индо-Азиатском миграционном пути, по которому осуществляется массовый перелет птиц с юга Азии в Западную Сибирь и обратно. Кроме того, Кыргызстан является транзитной территорией для птиц, мигрирующих с мест гнездования на зимовку. Пролетный путь водно-болотных птиц, гнездящихся в Казахстане, Западной Сибири и Алтае, пролегает через Кыргызстан и 100-200 тысяч птиц водно-болотного комплекса ежегодно остаются зимовать в пределах республики. По данным Госинспекции по ветеринарной и фитосанитарной безопасности при Правительстве Кыргызской Республики в 2009-2014 гг. в республике регистрировались неблагополучные пункты по БН. Исследования, проведенные Республиканским центром ветеринарной диагностики и экспертизы, показали положительные результаты на БН. 

Известны штаммы D26 и Beaudette C вируса БН, которые используются для создания диагностических сывороток (патент США US6719979 В2, кл. А61К 39/295, 2004).

Известен штамм вируса БН B-1 (Wehmann et al., Rapid identification of Newcastle disease vims vaccine strains B-1 by restriction site analysis of their matrix gene. Vaccine, 1997, p. 1430-1433, vol. 15, №12/13), используемый также для создания диагностических сывороток.

Вышеприведенные штаммы относятся к классу 2, генотипу 2.

Однако, по причине антигенной дивергенции к наиболее опасным современным генетическим линиям относятся штаммы класса 2, генотипа 7. 

Задачей изобретения является получение местного производственного штамма вируса БН, обладающего высокой иммуногенной и биологической активностью и обеспечивающего изготовление диагностических и вакцинных препаратов.

Задача решается получением штамма Kyr/1-16 вируса БН птиц семейства Paramixoviridae рода парамиксовирусов, пригодного для изготовления диагностических и вакцинных препаратов. 

Техническим результатом настоящего изобретения является получение отечественного штамма вируса БН, антигенно адекватного современным высокопатогенным штаммам вируса БН. 

Штамм Kyr/1-16 вируса БН по антигенному и иммунологическому спектрам является оригинальным, в таксономическом отношении новым, ранее неизвестным вариантом БН, относящимся к 7 генотипу.

Источник получения штамма. Местный штамм Kyr/1-16 выделен из пораженных тканей легких заболевших цыплят и адаптирован на куриных эмбрионах. Исходный вирус для получения штамма Kyr/1-16 вируса БН был выделен из патологического материала от заболевших цыплят в возрасте 4 месяцев в Кыргызской Республике в 2016 году.

Патологический материал отбирали с учетом всех ветеринарно-санитарных правил. Штамм Kyr/1-16 вируса БН был получен путем многократных последовательных пассажей на 10-дневных куриных эмбрионах. 

Морфологические свойства. РНК-содержащий вирус из рода Avulavirus подсемейства Paramixovirinae семейства Paramixoviridae. Размер вириона 120-380 нм. Все парамиксовирусы (АРМV) являются частью род Avulavirus, подсемейство Paramyxovirinae, семейство Paramyxoviridae. Существует 9 серотипов АРМV, но все изоляты БН относятся к серотипу 1 (APMV-1), поэтому вирус БН является синонимом APMV-1. Вирусный геном APMV-1 примерно 15 кб состоит из 6 генов, кодирующих 6 структурных белков (слияние [F], нуклеопротеин [NP], матрикс [М], фосфопротеин [Р], РНК-полимераза [L] и гемагглютинин-нейраминидаза [HN]). Два дополнительных белка кодируется с помощью РНК-редактирования белка Р, а именно белков V и W. Расщепляемость белка F является основной детерминантой вирусной вирулентности, но другие белки, такие как HN и V, также влияют на патогенность. Вирус обладает гемагглютинирующими свойствами, репродуцируется в 9-12-дневных куриных эмбрионах, вызывая их гибель. Штаммы вируса классифицируют по степени вирулентности на вирулентные (велогенные), умеренно вирулентные (мезогенные) и слабовирулентные (лептогенные).

Для выявления возбудителя инфекции у больных птиц нами были проведены лабораторные исследования. Для предварительного анализа патологических материалов на наличие патогенного агента был исследован биологический материал методом реакции гемагглютинации (РГА). Результаты диагностических исследований патогенного материала на БН методом РГА, в титрах, приведены в таблице 1. Было установлено, что во всех органах содержались патогенные микроорганизмы, вызвавшие заболевание у птиц, в титрах от 1:4 до 1:128.

В целях предварительной оценки иммунного статуса больных птиц были исследованы сыворотки крови на наличие антител к вирусу БН. Результаты исследования сывороток крови в иммуноферментном анализе (ИФА) на наличие антител к вирусу БН приведены в таблице 2. Исследование показало, что у 6 больных кур титр антител варьировал от 1:128 до 1:512.

Адаптация выделенного изолята на развивающихся куриных эмбрионах (РКЭ). Из легких готовили 10 %-ную суспензию на физиологическом растворе с соблюдением правил асептики. Для этого патогенный материал массой в 1 г растирали с небольшим количеством стеклянного песка до получения гомогенной массы и добавили 9 мл физиологического раствора, содержащего 100 ЕД/мл тетрациклина. Полученную массу еще раз растирали в ступке и перенесли во флакон. Для освобождения взвеси от крупных частиц суспензию центрифугировали при 3000 об/мин в течение 15 мин. Всего 200 мкл супернатанта легкого инокулировали в аллантоисную полость 10-дневных куриных яиц с эмбрионом (3 яйца/образец). Для этого в скорлупе на стороне зародыша на 5-6 мм выше границы воздушной камеры, делали отверстие диаметром около 1 мм. Иглу вводили параллельно продольной оси на глубину 10-12 мм. После инъекции вируссодержащего материала отверстие в скорлупе закрыли каплей расплавленного стерильного парафина.

Через 72 часа проверили заражённый эмбрион. Перед вскрытием скорлупу эмбриона обработали, затем ее срезали и аллантоисную жидкость в количестве до 10 мл отсасывали пипеткой, которой прокалывали под скорлупной оболочкой над телом зародыша. Такое направление пипетки предотвращает случайный разрыв стенки желточного мешка и смешивание его содержимого с набираемой аллантоисной жидкостью. Аллантоисные жидкости, обладающие ГА активностью, собирали и хранили для дальнейших исследований.

Выделенный штамм обладает высокой биологической, антигенной и иммуногенной активностью.

Для идентификации возбудителя БН проведено его молекулярно-биологическое исследование. Вирус был выделен из суспензии легких, мозга, трахеи, печени и селезенки с помощью стандартных методов выделения вируса. Методом стандартной полимеразной цепной реакции (ПЦР) был исследован материал от больных кур для идентификации вируса. 

На фиг. 1 приведен результат ПЦР (образец №5), где: m – маркер 100-1000 п.н., K – отрицательный контроль, K+ – положительный контроль, 1 – мозг, 2, 3 – печень, 4, 5 – легкие, 6, 7 – селезенка, 8, 9 – трахея. 

Специфические фрагменты ДНК на уровне 356 п.н. (пар нуклеотид) для вирусного генома БН были выявлены в головном мозге, легких, селезенке и трахее.

Для определения степени патогенности вируса БН определяли среднее время гибели куриных эмбрионов (mean death time, MDT) в возрасте 10 дней с момента инокуляции. Результаты определения отражены в таблице 3, где означают: 0 – нет ни одного случая смерти; 1 etc – число смертей; – нет никаких замечаний; D/L – умершие /общее число инфицированных; и
MDT = (число умерших в х часов) раз (х часов) + (число умерших в y часов) раз (у часов), 1 etc 
общее число умерших

В опыте инокулировали по 5 яиц следующими концентрациями вируса: 10-1, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10 в 9:00 утра и в 17:00. Использовали равное количество яиц и аналогичную концентрацию вируса. Через каждые 8 часов проводили наблюдение за инокулированными яйцами.

Установлено, что минимальная летальная доза (MLD) = 6.0. Среднее время гибели куриных эмбрионов, исходя из инструкции ВОЗ, составило 72 часа. По результатам исследований изолят, выделенный в Кыргызской Республике, относится к мезогенному штамму.

Определение индекса интрацеребральной патогенности (intracerebral-patho-genicity index, ICPI).
Другим методом определения патогенности и иммуногенности вируса является вычисление индекса интрацеребральной патогенности. Для выполнения этой задачи однодневным цыплятам в количестве 10 голов были введены интрацеребрально по 500 мкл вируссодержащего материала в разведении 10-1 (таблица 4). 

У инокулированных цыплят через 4 дня наблюдали клинические признаки БН. Клинические признаки искусственно зараженных цыплят немного отличались от клинических признаков естественно зараженных цыплят. У естественно зараженных цыплят не выявляли ярко выраженные признаки изменения координации движения или какие-либо паралитические эффекты. Искусственно зараженные цыплята проявляли более яркое поражение центральной нервной системы. Вероятно, это связано с условиями содержания птиц, так как они содержались изолированно от окружающей среды и в стерильных условиях.

Филогенетический анализ нуклеотидной последовательности генов показал принадлежность штамму 112RRQKR / F117 к классу 2, генотипу VIId (фиг. 2).

В ходе исследований экспериментально подтверждена возможность использования полученного штамма для приготовления диагностических препаратов и вакцины.

Отработка условий консервирования и хранения вакцинного штамма Куr/1-16 болезни Ньюкасла. При изучении условий консервирования и хранения штамма БН на начальном этапе исследований определяли защитное действие различных добавок в процессе лиофилизации вируссодержащих материалов. В качестве стабилизирующих сред использовали следующие компоненты: обезжиренное молоко (50 % в полуфабрикате) смеси пептона (3 %) с сахарозой (3 %); пептона (3 %) с лактозой (2,5 %), и многокомпонентная защитная среда №2, состоящая из лактозы (1 %) сорбита пищевого (1 %), сахарозы (3 %), желатина (2 %) и бензотриазола (0,01 %).

Смеси пептона с углеводами готовили в виде стерильных маточных растворов с удвоенным содержанием компонентов и при приготовлении полуфабрикатов смешивали их в соотношении 1:1 с вируссодержащими суспензиями, аналогичная пропорция выдерживалась и при использовании стерильного обезжиренного молока. Защитную среду готовили в виде маточного раствора с 10-кратным содержанием компонентов и при использовании вносили в вируссодержащую суспензию в соотношении 1:9. Полученные смеси защитных сред и вируссодержащих материалов разливали во флаконы и высушивали на сублимационной установке при отработанных для такого состава полуфабрикатов вакцин параметрах лиофилизации.

С целью изучения сохранения биологической активности, иммуногенности и безвредности для птиц вакцинный штамм Kyr/1-16 последовательно пассировали в РКЭ по общепринятой методике. В качестве исходного материала брали матриксные серии штамма, хранившиеся в лиофилизированном состоянии.

Вируссодержащие материалы 10-го пассажного уровня титровали в РКЭ, проверяли иммуногенность и безвредность на цыплятах 25-суточного возраста по методикам, изложенным в действующей нормативнотехнической документации. Иммунобиологические характеристики вакцинного штамма НБ после 10-кратного пассирования в РКЭ (Х±m, n=3) представлены в таблице 5. Как видно из данных таблицы, иммунобиологические свойства пассированного в РКЭ вакцинного штамма БН полностью сохранились при заметном повышении инфекционной активности.

Исходные пробы полуфабрикатов и высушенных образцов материалов, ресуспендированных до исходного объема, титровали в 9-11-суточных РКЭ. По разнице титров биологической активности исходных и высушенных проб препаратов судили о защитном эффекте испытанных сред. Все испытанные защитные добавки в существенной степени (Р<0,05-0,001) обладают протективным действием по отношению к вакцинным штаммам вируса БН по сравнению с контролем. Примерно одинаковый защитный эффект на стадии лиофилизации оказывают товарное молоко, пептон с сахарозой, и защитная среда №2 (Р>0,5). Меньшим защитным эффектом для полученного штамма обладает смесь пептона с лактозой. Степень инактивации вирусов при этом в 1,6-2,0 раза выше, чем при использовании вышеуказанных сред.

Таблица 1
	№
образца
	Исследуемый материал

	
	мозг
	трахея
	легкие
	печень
	селезенка

	1
	1:4
	1:64
	1:128
	1:8
	1:64

	2
	1:16
	1:32
	1:128
	1:16
	1:128

	3
	1:16
	1:32
	1:128
	1:8
	1:128

	4
	1:8
	1:128
	1:256
	1:8
	1:128

	5
	1:8
	1:32
	1:128
	1:16
	1:128

	6
	1:16
	1:64
	1:128
	1:16
	1:128


Таблица 2

	№образца
	Возраст птицы, месяцев
	Титры антител

	1
	6
	1:128

	2
	6,5
	1:256

	3
	6
	1:256

	4
	14
	1:512

	5
	10
	1:128

	6
	8
	1:128


Таблица 3
	Разведение вируса, lg
	Часов после инокуляции
	П/Ж
	% 
падежа

	
	24
	32
	40
	48
	56
	64
	72
	80
	
	

	9
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0/5
	0

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	3
	0
	3/5
	60

	7
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	4
	0
	5/5
	100

	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	5
	0
	5/5
	100

	1
	0
	0
	0
	5
	0
	0
	0
	0
	5/5
	100

	9
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0/5
	0

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	0
	2/5
	40

	7
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	4
	0
	5/5
	100

	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	5
	0
	5/5
	100

	1
	0
	0
	0
	5
	0
	0
	0
	0
	5/5
	100


Таблица 4 

	Состояние птиц
	Дни
	Общ. кол-во
	Фактор
	Всего

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	
	
	

	Погибшие
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	7
	10
	19
	2
	38

	Больные
	0
	0
	0
	0
	2
	6
	3
	0
	11
	1
	11

	Здоровые
	10
	10
	10
	10
	8
	2
	0
	0
	50
	0
	0

	49/80 = 0,61. Нейропатический индекс = 0.61
	80
	
	49


Таблица 5

	Штамм
	Биологическая активность, lgЭИД50/см3
	Иммуногенность, %
	Безвредность

	
	Исходная
	После 10 

пассажей
	Существенность различий, Р
	
	

	Кyr/1-16
	9,17±0,25
	9,93±0,08
	<0,05
	100
	Безвреден


Формула изобретения
Штамм вируса болезни Ньюкасла Кyr/1-16, семейства Paramixoviridae, рода Avulavirus, для изготовления диагностических и вакцинных препаратов.
Штамм вируса болезни Ньюкасла Куr/1-16
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Фиг. 1
Штамм вируса болезни Ньюкасла Куr/1-16
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