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(54) Штамм "Байзакский" вируса бешенства для приготовления профилактических и диагностических препаратов
(57) Изобретение относится к области вирусологии и может быть использовано в биологической промышленности для приготовления вакцины и в ветеринарии - для профилактики бешенства среди диких плотоядных и домашних животных.

Задачей изобретения является создание культурального штамма вируса бешенства животных, обладающего высокой биологической и иммуногенной активностью, низкой вирулентностью и хорошей репродуктивной способностью в системе культивирования.
Задача решается получением штамма “Байзакский” вируса бешенства животных семейства Rhabdoviridae, рода Lyssavirus, РНК содержащего вируса, используемого для приготовления профилактических и диагностических препаратов.

Штамм «Байзакский» выделен во время вспышки бешенства в селе Байзак Жумгальского района Нарынской области из тканевого (мозгового) изолята вируса бешенства и адаптирован к репродукции в перевиваемой культуре клеток VERO путем последовательных пассажей на мышатах сосунах и культурах клеток ВНК-21. Полученный штамм вируса отличается от исходного изолята органно-тканевого рабического вируса системой культивирования, низкой вирулентностью при внутримышечном, внутрикожном и подкожном введении, биологической активностью. 

1 н. п. ф., 1 табл.

Изобретение относится к области вирусологии и может быть использовано в биологической промышленности для приготовления вакцины и в ветеринарии - для профилактики бешенства среди диких плотоядных и домашних животных.

В современной ветеринарной практике известен ряд аттенуированных штаммов для производства антирабических культуральных вакцин.

Известен штамм вируса бешенства «Щелково-51», адаптированый к перевиваемой линии клеток ВНК-21, применяемый для изготовления антирабической вакцины (Патент RU 2191600 C1, кл. A61K 39/205, 27.10.2002, патент RU 2287343 C1, кл. A61K 39/205, 20.11.2006).

Известен штамм Rabies virus Внуково 32, который адаптирован к первичной культуре клеток почки сирийского хомяка и применяется в медицинской промышленности для изготовления культуральной антирабической вакцины (А. Л. Елаков. Антирабические вакцины для животных, применяемые в России - Эпизоотология и инфекционные болезни. Vetpharma № 4, сентябрь 2013, стр. 32-34).
Известен штамм Rabies virus fix-71 БелНИИЭВ-ВГНКИ" для приготовления вакцины против бешенства животных (Патент RU 2244557 C2, кл. A61K 39/205, A61P 31/12, 20.01.2005).

Недостатком вышеописанных культуральных аттенуированных штаммов вируса бешенства является прежде всего то, что культуры клеток по ряду признаков не обеспечивают оптимальные условия получения антирабических вакцин, так как являются сильно аттенуированными. Для репродукции известных штаммов необходимы сложные и дорогостоящие среды. Так, первичную культуру клеток почки сирийского хомяка, в которой репродуцируется штамм "Внуково 32", нельзя готовить ежемесячно в связи с биологическими особенностями сирийского хомя ка. Монослой в них формируется в длительные сроки, пролиферативная активность клеток невысокая. Для культивирования в этом случае применяются дорогостоящие питательные среды - 199 и Игла.

Задачей изобретения является создание культурального штамма вируса бешенства животных, обладающего высокой биологической и иммуногенной активностью, низкой вирулентностью и хорошей репродуктивной способностью в системе культивирования. 

Задача решается получением штамма “Байзакский” вируса бешенства животных семейства Rhabdoviridae, рода Lyssavirus, РНК содержащего вируса, используемого для приготовления профилактических и диагностических препаратов.

Штамм «Байзакский» выделен во время вспышки бешенства в селе Байзак Жумгальского района Нарынской области из тканевого (мозгового) изолята вируса бешенства и адаптирован к репродукции в перевиваемой культуре клеток VERO путем последовательных пассажей на мышатах сосунах и культурах клеток ВНК-21. Полученный штамм вируса отличается от исходного изолята органно-тканевого рабического вируса системой культивирования, низкой вирулентностью при внутримышечном, внутрикожном и подкожном введении, биологической активностью. При этом в культуре клеток VERO накопление вируса происходит до 6,5 lg ТЦД50/см3).

Полученный штамм депонирован в Коллекции микроорганизмов лаборатории вирусологии института биотехнологии НАН КР под регистрационным шифром штамм «Байзакский». 

Штамм «Байзакский» характеризуется следующими свойствами.

Таксономическая принадлежность. Вирус относится к семейству Rhabdoviridae, род Lyssavirus, РНК содержащий вирус.

Культурально-морфологические признаки. Культивируется на перевиваемых культурах клеток как монослойным, так и суспензионным методом. Максимальное накопление вируса наблюдается на 72-120 часы культивирования. Вирус патогенен для кроликов и белых мышей при интрацеребральном введении.

Морфологические признаки. Размер вирионов в среднем от 80 до 120 нм. Оболочка вируса имеет шипы 8-10 нм.

Физико-биохимические свойства. Устойчив к холоду, рН в пределах 4,5-7,8, при температуре 70 °С инактивируется мгновенно солнечными и ультрафиолетовыми лучами, 2-3 % раствором NaОН, ацетоном, фенолом, формалином, теотропином А 24, консервируется 50 % глицерином, не чувствителен к антибиотикам.

Молекулярно-биологические признаки. Вирион содержит 5 основных белков. При заражении белых мышей интрацеребрально в дозе 0,03 мл инкубационный период составляет 4 дня и вызывает гибель мышей на 5-6-7 день.

Онкогенность. Вирус не является онкогенным.

Патогенные свойства. Вирус проявляет высокую патогенность для домашних и диких животных при парентеральном способе заражения.

Данные о контаминации. Штамм вируса «Байзакский» не контаминирован.

Биологическая активность составляет 6,5 lg МLD50/см3 и выше.

Условия консервации. Лиофильная сушка 10 % мозгового материала в защитной среде и не более 3 % влажности.

Способы и условия хранения. Вирус в культуральной жидкости хранится в замороженном виде от минус 70°С до минус 86°С или 10 %-ного мозгового материала в защитной среде, лиофилизированном состоянии и не более 3 % влажности, от минус 18°С до минус 86°С. Жизнеспособность замороженного вируса поддерживается путем пассажа на культуре клеток один раз в год, а лиофилизированного мозгового материала один раз в 5 лет, через мозг мышей и кролика.

Условия культивирования. Штамм "Байзакский" вируса бешенства активно репродуцируется в перевиваемой культуре клеток VERO при температуре 37,0±0,5°С, заражающей дозе 0,005-0,01 ТЦД50 на клетку. В качестве питательной среды используется пристеночная полусинтетическая среда, рН 7,4-7,8; 2 % инактивированной сыворотки крови крупного рогатого скота. Время культивирования 5-7 суток. Культивирование проводится как стационарным, так и роллерным методом.

Определение активности вируса. По цитопатическим изменениям в культуре клеток VERO. Делают 10-кратные разведения вируса, каждым разведением вируса инфицируют по четыре пробирки с культурой клеток. Цитопатическое действие вируса учитывают ежедневно под малым увеличением микроскопа. Титр вируса рассчитывают по методу Рида и Менча и выражаются в lg ТЦД50/см3.
Для заражения мышей делают 10-крат ные разведения вируса. Каждым разведением вируса интрацеребрально инфицируют по 4 мыши. Положительный результат - мышь пала, отрицательный - выжила. Титр вируса рассчитывают по методу Рида и Менча.

Определение титра инфекционности. Для определения титра инфекционности вируса бешенства на мышах готовили 10-кратные разведения суспензии вируса на растворе Хенкса (от 101 до 107) и каждым разведением заражали 4 белых мышей интрацеребрально в объеме 0,03 см3. За животными вели наблюдение в течение 14 дней. Начиная с 4-х суток после заражения отмечали зоболевание мышей, характеризующее признаками паралитической формы бешенства (взъерошенность, замедленные круговые хаотичные движения, тремор, конвульсии, параличи конечностей). Мышей заболевших или павших в течение трех дней с момента заражения из опыта исключали. Результаты исследования приведены в таблице 1. 
Титр инфекционности рассчитывали по методу Рида и Менча.

50 % смертности ниже 50 % или 50-40 = 0,16
К % смертности ниже 50 % 100-40
Поскольку логарифм фактора разведения (10) равен 1, полученная величина 0,16 отражает разницу между логарифмом 50 % конечной точки и логарифмом ближайшего меньшего разведения (10-6). Таким образом, логарифм 50 %-ной конечной точки составил 0,16 - 6 = -5,84, следовательно, титр (конечная точка) составил 10-5,84.

Определение иммуногенной активности. Иммуногенную активность вакцины определяли объемным методом на белых мышах, при этом сравнивали 50 %-ное конечное разведение испытуемой вакцины с 50 %-ным конечным разведением антирабической референс-вакцины. Референс-вакцину восстанавливали до первоначального объема стерильной дистиллированной водой.

Из испытуемой вакцины и референс-вакцины готовили четыре последовательные 5-кратные разведения - 1:5; 1:25; 1:125 и 1:625. Каждое разведение вводили по 0,5 см3 внутрибрюшинно 16 мышам весом 11-15 г двукратно с недельным интервалом.

Через семь суток после второй вакцинации мышам интрацеребрально вводили по 0,03 см3 референс-штамм CVS в дозе 5-50 ЛД / 0,03 см3 (рабочее разведение вируса). Дозу вируса рассчитывали согласно результатам предварительного титрования. Для определения фактической дозы вируса, используемой при заражении, из рабочего разведения вируса делали три последовательных 10-кратных разведения (101, 102, 103) и вводили каждое (включая рабочее разведение) десяти невакцинированным мышам. За зараженными животными наблюдали 14 суток.

Животных, павших в течение первых пяти суток, не учитывали. Титр вируса и конечное разведение вакцины, предохраняющее 50 % мышей от заражения летальной дозой вируса рассчитывали по методу Рида и Менча. 

Сравнительную эффективность под опытной вакцины определяли по формуле: 

Сравнительная эффективность = 
(индекс иммуногенности)

обр.вел.конечной точки_TV × SDTV 
обр.вел.конечной точки RV SDSV, 

где: TV - испытуемая вакцина

RV - референс-вакцина

SD - единичная доза в мл.

Предполагая следующие 50 % конечные точки, получаем:

10-1,18 - для RV (обратная величина 101,18)

10-1,67 - для TV (обратная величина 101,67)

Допуская, что одна доза испытуемой вакцины равна 1 мл и что 1 мл референс-вакцины представляет одну дозу, получаем: 

101,67 × 1 = 100,49×1=анти lg 0.49×1= 3,1×1=3,1

101,18 1

Испытуемая вакцина считается эффек тивной при индексе иммуногенности не ниже 0,3.

Продолжительность иммунитета у животных 12 месяцев (срок наблюдения). Вирус не передается при контакте от вакцинированных к невакцинированным животным.

Таблица 1

	Разведение вируса
	Количество мышей
	Количество павших
	Количество выживших
	Кумулятивные данные
	Смерт-ность, %

	
	
	
	
	пало
	выжило
	

	10-4
	5
	5
	0
	10
	0
	100

	10-5
	5
	5
	0
	7
	0
	100

	10-6
	5
	5
	0
	2
	3
	40

	10-7
	5
	0
	5
	0
	3
	0


Формула изобретения
Штамм «Байзакский» вируса бешенства животных, относящийся к семейству Rhabdoviridae, род Lyssavirus, РНК содержащий вирус, используемый для приготовления профилактических и диагностических препаратов.
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