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(54) Адъювант-вакцина против инфекционного эпидидимита баранов
(57) Изобретение относится к области ветеринарии, микробиологии и медицины, в частности для приготовления вакцины против инфекционного эпидидимита баранов. Задачей изобретения является разработка средств профилактики инфекционного эпидидимита баранов из специфического и экологически безопасного антигена. Поставленная задача решается получением вакцины против инфекционного эпидидимита баранов, включающей безводный ланолин, которая дополнительно содержит в своем составе специфический антиген Brucella ovis-штамм 424/1 в эмульсии растительного масла, в следующих соотношениях (об.%):

	штамм Brucella ovis в концентрации 160 млрд. микробных   клеток в 2 см3 физиологический раствор
	48.0

	растительное масло
	38.0

	безводный ланолин
	12.0.


Преимуществом применения адъювант-вакцины против инфекционного эпидидимита баранов является высокая иммуногенность и экологическая безопасность. Она позволяет обеспечить высокий поствакцинальный иммунитет против указанной инфекции до 90%. Такой эффект вакцины достигается за счет поступления в организм животного специфического антигена – Brucella ovis. В этом случае иммунокомпетентные органы интенсивнее стимулируют синтез антител. 1 табл.

Изобретение относится к области ветеринарии, микробиологии и медицины, в частности для приготовления вакцины против инфекционного эпидидимита баранов.

Известна противобруцеллезная вакцина из штамма Brucella melitensis Rev-1, применяемая против инфекционного эпидидимита баранов (Нормативные документы по борьбе с бруцеллезом и туберкулезом животных: утв. Глав. управл. ветеринарии с Госветер. инспекцией Госагропрома СССР 10.10.1988. – Фрунзе, 1989. – С. 33-35). Недостатком вакцины из штамма Brucella melitensis Rev-1 является неспецифичность ее антигена (Brucella melitensis) и экологическая опасность, так как содержит живые микробные клетки. По этой причине она имеет низкую иммуногенность (до 50%) и длительный срок серопозитивности. Указанные недостатки вакцины из штамма Rev-1 ограничивают ее применение в ветеринарной практике против ИЭБ.

Наиболее близким к предлагаемому изобретению является российская заявка № 2000121633/13, кл. A61K 39/10, 2000, включающая антиген штамма Brucella ovis-64/2 и адъювант, состоящий из полиэтилсалаксанового масла-3, ланолина безводного и в качестве консерванта – формалин. Недостатком данной вакцины является:

– инактивация культуры штамма Brucella ovis-64/2 формализованным физиологическим раствором приводит к частичному лизису микробных клеток;

– малая масса микробных клеток –   7.5-8.0 млрд мк.кл. в 1 мл, что недостаточно для создания напряженного иммунитета;

– адъювант, состоящий из полиэтилсалаксанового масла-3 и ланолина, составляет густую консистенцию, что создает трудности при введении препарата под кожу обычным способом (шприцем);

– необходимость для создания достаточного иммунитета против инфекционного эпидидимита необходимо двукратное введение вакцины, что также создает значительные трудности в проведении противоэпидидимитных мероприятий.

Все указанные недостатки инактивированной вакцины приводят к ограниченному применению.

Задачей изобретения является разработка средств профилактики инфекционного эпидидимита баранов из специфического и экологически безопасного антигена.

Поставленная задача решается получением вакцины против инфекционного эпидидимита баранов, включающей безводный ланолин, которая дополнительно содержит в своем составе специфический антиген Brucella ovis-штамм 424/1 в эмульсии растительного масла, в следующих соотношениях (об.%):

штамм Brucella ovis в концентрации 160 млрд. микробных клеток в 2 см3
	физиологический раствор
	48.0

	растительное масло    
	38.0

	безводный ланолин  
	12.0.


Приготовление указанной вакцины состоит из трех этапов:

– получение биомассы Brucella ovis из штамма 424/1;

– приготовление адъюванта;

– приготовление вакцины.

1. Выращивание Brucella ovis на питательных средах

В ампулу с сухой культурой производственного штамма Brucella ovis-424/1 (паспорт ВГНКИ от 24.04.1990 г., Москва, Звенигородское шоссе, 5) наливают стерильный физиологический раствор. После полного растворения сухой микробной массы готовят десятикратные разведения в пробирках до 10-7, -10-8, которые перед разведением наполняют стерильным физиологическим раствором по 4.5 см3, из двух последних разведений производят высевы на 6-8 чашек Петри, содержащих "штаммовую среду". Из разведения 10-7 засевают по 0.1 см3, а из разведения 10-8 по 0.2 см3. Чашки с агаром перед засевом предварительно подсушивают в термостате при температуре 37-38°C в течение 16-20 часов. Микробную взвесь, засеянную в чашки, равномерно распределяют по поверхности агара, инкубируют при температуре 37-38°C в течение 4-5 суток. Посевы просматривают на чистоту и проверяют на диссоциацию по методу Уайт-Вилсона.

Из чашек отбирают колонии, которые пересевают в пробирки со "штаммовой средой". Культуру, выращенную в течение 2-х суток при температуре 37-38°C, проверяют в реакции агглютинации на стекле со стандартной антибруцеллезной сывороткой, разведенной до 80 ME. В дальнейшей работе используют только ту культуру, которая агглютинировалась разведенной стандартной сывороткой на 50% (два креста). Из нее путем высева на питательную среду для выращивания штамма получают рабочую культуру и используют как расплодку для засева производственных питательных сред при изготовлении вакцины. Эту рабочую культуру хранят в пробирках с агаром, закрытых резиновыми или ватно-марлевыми пробками не более 5 недель при температуре плюс 2-4°C.

Для получения посевного материала культуру вакцинного штамма смывают физиологическим раствором и сливают в 2-3 литровую бутыль с физиологическим раствором (рН 6.8-7.0) до получения концентрации от 0.5 до 2.5 млрд бруцелл в 1 см3 по оптическому стандарту мутности ГНИИСК им. Л. Тарасевича. Для получения такой концентрации на один литр физиологического раствора берут смыв 2-суточной культуры с 4-6 пробирок.

Полученным посевным материалом засевают агар в четвертях для производственного культивирования. В качестве посевного материала можно применять также 2-3-суточную культуру, выращенную и проверенную на диссоциацию в пробе с акрифлавином и смытую физиологическим раствором (рН 6.8-7.0). Оптическая концентрация посевного материала должна быть в пределах общепринятой нормы.

Посевной материал проверяют на чистоту путем высева:

– на мясопептонный агар (МПА);

– мясопептонный бульон (МПБ);

– печеночно-мартеновский агар с переваром Хоттингера;

– микроскопией окрашенных мазков.

Производственное культивирование

Технология получения и обработка культуры штамма 424/1 при выращивании бруцелл в четвертях включает следующие технологические стадии и операции:

– подготовка четвертей к культивированию;

– получение посевного материала;

– производственное культивирование;

– смыв культуры с агара;

– концентрирование бакмассы.

Приготовление посевных материалов в объеме 20-25 см3 засевают в бутыли. Посевы инкубируют при температуре 37-38°C в течение 3 суток. Для лучшего роста допускают вторичное увлажнение агара в четвертях через 18-20 часов после посева. Через 2-3 суток культуру, засеянную в питательную среду, проверяют на диссоциацию в пробирках с акрифлавином и термоагглютинации. При отрицательной пробе с акрифлавином в реакции термоагглютинации весь посев данной среды выбраковывают и не допускают для изготовления вакцины.

Чистоту роста на агаре в четвертях определяют визуально. Бутыли с чистым ростом культуры отбирают для смыва. Культуру смывают стерильным физиологическим раствором. Для получения в смыве 150 млрд бруцелл в 1 см3 и выше по оптическому стандарту мутности ГНИИСК им. Л. Тарасевича в четверть вносят 30-35 см3 стерильного физиологического раствора.

Смытую культуру с 15-25 четвертей отсасывают сифоном в стеклянную бутыль или колбу. Из каждой бутыли или колбы проводят высевы на 2 пробирки с MППГА (мясопечоночно-пептоноглюкозный агар), 2 пробирки МПА и 1 флакон с МПБ, из которого через 24 часа делают пересев на 2 пробирки с агаром. Посевы выдерживают 1 сутки. Роста культуры на всех средах не должно быть. До получения результатов исследования на чистоту бутыли или колбы с культурой бруцелл хранят при температуре плюс 6°C.

Суспензию бруцелл из проверенных бутылей сливают через сифон в смеситель (общая емкость) – бутыли емкостью не более 10 литров или в реактор.

Инактивированную баксуспензию концентрируют методом центрифугирования или сепарирования на центрифуге марки ОТР-10 К и на сепараторе марки АСГ – 3М.

Центрифугу ОТР-101 К в собранном виде подвергают стерилизации текучим паром в течение 2.5-3 часов.

С помощью стерильных резиновых шлангов центрифугу присоединяют к реактору. Внутрь центрифуги под давлением подают стерильный воздух. Барабан сепаратора моют и стерилизуют в автоклаве при температуре 120°C в течение 20 минут, а затем над факелами монтируют на корпусе сепаратора.

Центрифугу (сепаратор) включают и при установлении постоянного количества оборотов (около 10 минут) подают на ротор (барабан) по стерильному трубопроводу инактивированную бактериальную суспензию.

После завершения центрифугирования (сепарирования) ротор (барабан) снимают с соблюдением условий стерильности и выгружают бактериальную массу из ротора (барабана) в предварительно простерилизованную и взвешенную емкость. По разнице весов пустого смонтированного ротора (барабана) пос-ле центрифугирования (сепарирования) устанавливают количество отцентрифугированной бактерийной массы.

Изготовленную бактерийную суспензию выдерживают в холодильнике или реакторе при температуре плюс 6 °C не менее 10 дней. Одновременно проводится тест на стерильность путем пересевов по 2 пробирки с МПБ, МПА, MППГА, МППБ (мясопечоночно-пептонный бульон) под вазелиновым маслом, среду Сабуро и 2 флакона МПБ. Через 5 суток делают пересевы из флаконов с МПБ на МПБ, МПА, МППГА и МППБ под вазелиновым маслом. Роста культур на всех средах не должно быть.

2. Приготовление адъюванта и адъювант-вакцины из штамма Brucella ovis-424/1 роводят по следующему способу: Для приготовления вакцины используют эмульгатор или коллоидные мельницы, или РОС-14. Эмульгатор стерилизуют вместе с масло-ланолиновой смесью при 125°C в течение 2 часов.

Съемные части коллоидных мельниц стерилизуют в автоклаве при той же температуре 30-40 минут.

При изготовлении вакцины эмульгирование можно проводить двумя способами:

I способ. Равные объемы баксуспензии с концентрацией 300 млрд микробных клеток в 1 см3 и маслоланолиновой смеси при постоянной работе мешалок по закрытой системе под давлением 0.5 атм. Через тройник подают на 2-3 последовательно соединенные коллоидные мельницы с зазором ножей 0.2-0.0, при этом на коллоидные мельницы первой должна поступать маслоланолиновая смесь, но не баксуспензия бруцелл.

II способ. Баксуспензию с концентрацией 300 млрд микробных клеток в 1 см3 перекачивают в эмульгатор, чтобы соотношение маслоланолиновой смеси и баксуспензии было 50:50. После включают эмульгатор на 20-30 мин и следят, чтобы температура эмульсии была не выше 30°C. В рубашку эмульгатора подают холодную воду. Смесь баксуспензии и растительного масла с эмульгатором по закрытой системе собирают в стерильный реактор-сборник для расфасовки.

Для проверки стерильности адъювант-вакцины делают высевы на МПБ, МПА, МПГТА, МППБ под вазелиновым маслом, среду Сабуро (по 2 пробирки каждой среды).

Определение иммуногенности вакцины против инфекционного эпидидимита баранов проводили в эксперименте на 30 баранах-производителях в лабораторных условиях.

Животных разбили на 3 группы и иммунизировали. Первую группу привили адъювант-вакциной из штамма Brucella ovis-424/1, вторую (прототип) Rev-1 и третья группа – контрольная.

Через 45 дней после вакцинации всех баранов заразили вирулентной культурой Brucella ovis и через 30 дней провели убой всех подопытных животных с последующим проведением бактериологических исследований.

При этом определили процент эффективности вакцины по количеству не заболевших животных инфекционным эпидидимитом. Результаты бактериологических исследований патологических материалов от подопытных животных приведены в таблице.

Таблица

	Привито

	Подопытных

	Паренхим. органы

	Выделено

	%


	подопытных

	животных

	и лимфоузлы

	культур

	

	животных

	(голов)

	(количество)

	(голов)

	

	Адъювант-

	10

	70

	1

	90


	вакциной B.ovis

	
	
	
	

	Вакциной из

	10

	70

	5

	50


	шт. Rev-1

	
	
	
	

	Контроль

	10

	70

	10

	100



Из таблицы видно, что предлагаемая вакцина оказалась более иммуногенной в сравнении с вакциной из штамма Rev-1. В данной группе только 50% противостояли заражению вирулентной культурой Brucella ovis.

Преимуществом применения вакцины против инфекционного эпидидимита баранов является высокая иммуногенность и экологическая безопасность. Она позволяет обеспечить высокий поствакцинальный иммунитет против указанной инфекции до 90%. Такой эффект вакцины достигается за счет поступления в организм животного специфического антигена – Brucella ovis. В этом случае иммунокомпетентные органы интенсивнее стимулируют синтез антител.
Формула изобретения

Адъювант-вакцина против инфекционного эпидидимита баранов, включающая безводный ланолин, отличающаяся тем, что содержит в своем составе специфический антиген Brucella ovis-штамм 424/1 в эмульсии растительного масла в следующих соотношениях (об.%):

	штамм Brucella ovis 160 млрд. микробных клеток в 2 см3 физиологический раствор
	48.0

	растительное масло
	38.0

	безводный ланолин
	12.0.
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