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(57) Изобретение относится к области ветеринарии, в частности, к производству ветеринарно-профилактических препаратов. Задачей изобретения является повышение титра вируссодержащего материала, увеличение выхода вирусвакцины, повышение производительности труда при производстве вакцины, снижение себестоимости вакцины. Задача решается путем размножения вакцинного штамма на однослойной культуре клеток, выращенных во вращающихся бутылях. Способ получения культуральной вакцины против контагиозного пустулезного дерматита (стоматита) овец и коз включает выращивание клеточного субстрата, последующее размножение вируса и сбор вирусного материала, причем приготовление вирусвакцины ведут в роллерной установке со скоростью вращения 11-13 об/ч при 37°C с плотностью засева 2.0-2.6*105 клеток на 1 см2 полезной площади. При сравнении роллерного метода приготовления культуральной вирусвакцины против контагиозного пустулезного дерматита овец в первичной культуре клеток кожи со стационарным, установлена экономическая эффективность первого метода как за счет сокращения расхода питательной среды, так и повышения выхода вируса. Наряду с, этим, при роллерном методе имеет место более высокая производительность труда, чем при стационарном.1 пр.
Изобретение относится к области ветеринарии, в частности, к производству ветеринарно-профилактических препаратов.
Известен способ приготовления культуральной вирусвакцины против контагиозного пустулезного дерматита (КПД) в первичной культуре клеток кожи плода овцы, выращенной в 1.5 л матрасах (Патент SU №751103, кл. C12N 7/00; A61K 39/02, 1982). Перед заражением выросшую культуру клеток отбирают, сливают ростовую среду и вносят в каждый матрас по 5 мл вируссодержащего материала. Затем матрасы оставляют для контакта клеток с вирусом на 2 ч при комнатной температуре. После контакта в каждый матрас с зараженной культурой вносят 200 мл поддерживающей среды и зараженную культуру инкубируют при 36.5 ± 5°C. Через 5 сут после заражения вируссодержащая жидкость собирается и подвергается контролю.
Недостатком этого способа является небольшой выход клеток, вируссодержащий материал имеет не очень высокий титр, минимальное использование площади культурального сосуда, большой расход питательной среды.
Задачей изобретения является повышение титра вируссодержащего материала, увеличение выхода вирусвакцины, повышение производительности труда при производстве вакцины, снижение себестоимости вакцины.
Указанная задача решается путем размножения вакцинного штамма на однослойной культуре клеток, выращенных во вращающихся бутылях.
Способ получения культуральной вакцины против контагиозного пустулезного дерматита (стоматита) овец и коз заключается в выращивании клеточного субстрата, последующем размножении вируса и сборе вирусного материала, причем приготовление вирусвакцины ведут в роллерной установке со скоростью вращения 11-13 об/ч при 37°C с плотностью засева 2.0-2.6*105 клеток на 1 см2 полезной площади.
Принцип роллерного метода сводится к тому, что медленное вращение суспензии клеток в сосудах со скоростью 11-13 об/ч, обеспечивает равномерное распределение и прикрепление клеток с последующим формированием монослоя по всей внутренней поверхности культурального сосуда. Равномерный метод по сравнению со стационарным увеличивает поверхность монослоя клеток более чем в 3 раза, и в несколько раз снижает расход питательной среды, он позволяет получить вируссодержащий материал с более высоким титром. Его применение позволяет максимально использовать площадь культурального сосуда, значительно сократить расход питательной среды, заметно повысить накопление вируса и уменьшить материальные расходы.
Пример. Для роллерного культивирования клеток кожи плода овцы использован вращающийся аппарат барабанного типа.
Для обеспечения необходимых условий развития клеток в культуре требуется определенное соотношение газовой и жидкостной фазы в культуральном сосуде. Установлено, что оптимальным соотношением фаз является 1:10. Исходная посевная концентрация клеток кожи плода овцы в суспензии, обеспечивающей формирование монослоя, пригодного для заражения вакцинным штаммом вируса контагиозного пустулезного дерматита (стоматита) овец, находится в пределах плотности засева 2.0-2.6* 105 клеток на 1 см2 полезной площади.
Оптимальная скорость вращения аппарата для роллерного культивирования клеток кожи плода овцы находится в пределах 11-13 об/ч. Однако, после формирования монослоя клеток в роллерной культуре, особенно после заражения вирусом, ускорение вращения аппарата до 25-30 об/ч положительно сказывается на качестве клеток и накоплении вируса.
Культуральный сосуд, обеспечивающий рост клеток в культуре, должен быть доступным, дешевым, быстро и легко подвергающимся мойке, а также обеспечивать хороший рост культуры клеток и репродукцию вируса в высоком титре. Для выращивания культуры клеток кожи плода овцы и репродукции вируса можно использовать бутыли по 0.5 и 3 л.
Питательная среда готовилась на сбалансированном солевом растворе Хенкса с добавлением 0.5 % гидролизаталактоальбумина и 10 % бычьей сыворотки в среде выращивания и 2 % поддерживающей среде.
Культура ткани выращивалась в роллерной установке со скоростью вращения 11-13 об/ч при температуре 37°C.
С целью заражения из культуральных сосудов с монослоем клеток сливают ростовую среду и вносят по 5 мл вируссодержащего материала с титром 106.5 ТЦЦ50/мл в разведении 1/4 в поддерживающей среде. Накопление вируса в культуре ткани начинается с 24 часов после заражения и начала инкубирования, достигает максимума к 96-120 ч в титре 7.33-7.5 ТЦЦ50/мл.
Иммунологическая эффективность вирусвакцины, приготовленной роллерным и стационарным методами, одинакова против контагиозного пустулезного дерматита (стоматита) овец и коз.
При производственном изготовлении биологических противовирусных препаратов большое значение имеет простота методики приготовления, применяемое оборудование, доступность материалов, следовательно, себестоимость конечного продукта.
Себестоимость вакцины, приготовленной роллерным методом культивирования, значительно ниже, чем при стационарном, и к тому же такой препарат более удобен для лиофилизации, поскольку высушенный материал с высоким титром непосредственно перед применением разводят в 5 раз до допустимого титра, увеличивается срок хранения высушенной вирусвакцины.
При роллерном методе выращивания вирус КПД в первичной культуре клеток кожи плода овцы накапливается в пять раз больше, чем при стационарном методе размножения. Такой высокий выход вируса позволяет разводить вируссодержащий материал без снижения иммунологической эффективности, что значительно повышает выход вирусвакцины.
При сравнении роллерного метода приготовления культуральной вирусвакцины против КПД в первичной культуре клеток кожи со стационарным установлена экономическая эффективность первого метода как за счет сокращения расхода питательной среды, так и повышения выхода вируса. Наряду с этим, при роллерном методе имеет место более высокая производительность труда, чем при стационарном.
Формула изобретения
Способ получения культуральной вакцины против контагиозного пустулезного дерматита (стоматита) овец и коз, включающий выращивание клеточного субстрата, последующее размножение вируса и сбор вирусного материала, отличающийся тем, что приготовление вирусвакцины ведут в роллерной установке со скоростью вращения 11-13 об/ч при 37°C с плотностью засева 2.0-2.6*105 клеток на 1 см2 полезной площади.
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