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(57) Изобретение относится к области вакцин и лекарственных средств для профилактики и
лечения инфекционных вирусных заболеваний у жвачных животных. Предложены иммуногенная
композиция, содержащая инактивированный вирус Шмалленберга (SBV), и вакцина, содержащая
данную композицию, которые предназначены для предупреждения или лечения виремии, передачи
вируса и пороков развития у новорожденных жвачных животных, таких как крупный рогатый
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скот, овцы и козы, индуцированных SBV. Кроме того, предложены способ получения заявленной
иммуногенной композиции и основанные на введении данной композиции способы индукции
иммунного ответа у животного против SBV, лечения или предупреждения у него инфекции SBV,
виремии и пороков развития, обусловленных SBV, а также предупреждения или снижения передачи
SBV в стаде животных.
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Предпосылки создания изобретения 

Область техники, к которой относится изобретения 

Настоящее изобретение относится к области вакцин и лекарственных средств для профилактики и 

лечения инфекционных заболеваний. Оно относится, прежде всего, к инактивированным вирусам, кото-

рые можно применять в качестве вакцины или лекарственного средства для предупреждения или лечения 

виремии, переноса инфекции и клинических симптомов, вызываемых вирусом Шмалленберга, прежде 

всего у новорожденных жвачных животных, таких как крупный рогатый скот, овцы и козы. 

Информация о существующем уровне техники 

Новый ортобуньявирус, а именно вирус Шмалленберга (SBV), был открыт в Европе в ноябре 2011 

г. После того, как он был впервые обнаружен, количество случаев выявления SBV у овец, крупного рога-

того скота и коз резко возросло, при этом в ряде европейских стран было выявлено нескольких тысяч 

случаев недоразвитых SBV-позитивных по данным ПЦР ягнят и телят (1, 2). Вирус был обнаружен мето-

дами метагеномики в институте Фридриха Лёффлера (FLI) в образцах, взятых у коров, у которых были 

выявлены снижение надоя и лихорадка. Исследованные образцы были собраны на ферме вблизи города 

Шмалленберг (Северный Рейн-Вестфалия, Германия), и поэтому вирус получил название вирус Шмал-

ленберга (SBV). SBV является представителем рода Orthobunyavirus, относящегося к семейству Bun-

yaviridae. Он родственен так называемой серогруппе вирусов Симбу (1). 

Ортобуньявирусы имеют сегментированный РНК-геном с минус-цепью и в основном передаются 

насекомыми-переносчиками, такими как мелкие двукрылые насекомые и комары. Три сегмента (S, М и 

L) генома ортобуньявируса позволяют осуществлять генетическую перегруппировку, которая происхо-

дит в естественных условиях и приводит к появлению вирусов с новыми биологическими свойствами (3). 

Наиболее крупный сегмент L кодирует РНК-зависимую РНК-полимеразу. М-сегменты кодируют вирус-

ные поверхностные гликопротеины Gn и Gc, которые ответственны за слияние с клетками, присоедине-

ние вируса и индукцию нейтрализующих антител. Малый S-сегмент кодирует нуклеокапсид N, который 

также участвует в фиксации комплемента (4). Родственную связь между ортобуньявирусами часто выяв-

ляют только путем серологического анализа перекрестной реактивности (5). В эпоху ДНК-

секвенирования была проведена дополнительная оценка филогенетических характеристик путем сравне-

ния частичных геномных последовательностей (полноразмерной последовательности N и частичной по-

следовательности Gc гена) (6). Однако доступная и опубликованная информация о геномной последова-

тельности полноразмерных геномов является скудной. Вследствие этого глубокие филогенетические 

анализы являются затруднительными. Таким образом, подробная и надежная таксономическая класси-

фикация SBV не могла быть выполнена. Предварительные исследования продемонстрировали наличие 

сходства последовательностей М- и L-сегментов с частичными последовательностями вируса AKAV и 

Aino (AINOV). Ген N является наиболее близкородственным вирусу Shamonda (SHAV) (1). 

SBV подобно вирусу Akabane (AKAV) обладает способностью проникать через плацентарный ба-

рьер у беременных коров и овец, инфицировать плод и вызывать приводящие к фатальному исходу вро-

жденные дефекты в течение восприимчивой к инфекции стадии беременности (2). Серогруппа Simbu, 

получившая название по названию прототипного вируса, представляет собой наиболее крупную серо-

группу ортобуньявирусов и включает по меньшей мере 25 вирусов, среди которых находятся важные с 

медицинской точки зрения вирусы, такие как вирус Акабане, вирус Оропуши, Сатупери или вирус Ду-

гласа, большинство из которых могут вызывать пороки развития у новорожденных жвачных животных, 

но могут поражать также и людей. Например, вирус Акабане вызывает врожденные дефекты у жвачных 

животных и он циркулирует в Азии, Океании и Африке, в то время как вирус Оропуши ответствен за 

большие эпидемии лихорадки Оропуши, зооноза, сходного с лихорадкой Денге, в человеческих популя-

циях в Южной Африке. Вирус Сатупери дал свое название серогруппе Сатупери, к которой относятся 

также вирус Дугласа и SBV. 

SBV был первым ортобуньявирусом из серогруппы Симбу, обнаруженным в Европе. Вирус, по-

видимому, передается членистоногими-переносчиками. Вероятно, важную роль в переносе играют мок-

рецы. Согласно современному уровню знаний жвачные животные являются восприимчивыми к зараже-

нию SBV. У взрослых животных может развиваться слабое заболевание, если оно имеет место. Однако 

часто происходит транспланцентарное заражение, и оно может приводить к серьезному врожденному 

пороку развития позвоночного столба (кифоз, лордоз, сколиоз, искривление шеи) и черепа (макроцефа-

лия, укорочение нижней челюсти), а также к разнообразным порокам развития головного мозга (гидро-

цефалия, порэнцефалия, гипоплазия мозжечка, гапоплазия ствола головного мозга) и спинного мозга у 

ягнят, козлят и телят. Инфекция быстро распространяется по большим областям Северо-Западной Евро-

пы. К настоящему времени инфекция поразила Бельгию, Германию, Францию, Италию, Люксембург, 

Нидерланды, Испанию и Великобританию. 

Следовательно, SBV представляет собой серьезную угрозу поголовью жвачного скота в Европе, по-

скольку вакцины в настоящее время отсутствуют. 

Таким образом, существует выраженная необходимость в новых вакцинах и лекарственных средст-

вах, позволяющих осуществлять быструю индукцию нейтрализующих антител, для профилактики и ле-

чения вызываемой вирусом Шмалленберга инфекции. 
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Описание изобретения 

Решение указанной выше технической проблемы достигается с помощью представленных в описа-

нии вариантов осуществления изобретения, которые охарактеризованы в формуле изобретения. 

Одним из объектов изобретения является иммуногенная композиция, содержащая вирус Шмаллен-

берга (SBV), инактивированный с помощью азиридинового соединения. Причем в ней указанный SBV 

содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 97,8% нуклеотидной последовательно-

сти SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 7; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна 

нуклеотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 82,2% нуклеотидной последова-

тельности SEQ ID NO: 2; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 93% нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 3; или 

(г) их комбинацию. 

Кроме того, в иммуногенной композиции указанный SBV может также содержать: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 97,8% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 8; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 

82,2% нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 5; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 93% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 6; или 

(г) их комбинацию. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения азиридиновое соединение может пред-

ставлять собой бинарный этиленимин (БЭИ). 

Композиция дополнительно может содержать по меньшей мере один фармацевтически приемлемый 

носитель или эксципиент. 

Причем указанный по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель или эксципиент 

выбирается из растворителей, диспергирующих сред, стабилизаторов, разбавителей, консервантов, анти-

бактериальных и противогрибковых средств, агентов для придания изотоничности и замедляющих ад-

сорбцию средств. 

В еще одном предпочтительном варианте иммуногенная композиция дополнительно включает гид-

роксид алюминия, сапонин или их комбинацию. 

Вторым объектом данного изобретения является вакцина, предназначенная для лечения или преду-

преждения у животных инфекции SBV, виремии или пороков развития, обусловленных SBV, а также для 

предупреждения или снижения передачи SBV в стаде животных, которая содержит указанную иммуно-

генную композицию и по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель или эксципиент. 

Третьим объектом данного изобретения является способ получения иммуногенной композиции, 

включающий стадии, на которых: 

(A) клетки млекопитающих заражают SBV; (Б) культивируют зараженные клетки; 

(B) собирают вирусные частицы SBV, продуцируемый указанными клетками; 

(Г) инактивируют указанные вирусные частицы с помощью азиридинового соединения. 

В предпочтительном варианте данного изобретения клетки млекопитающих представляют собой 

клетки почки обезьяны, либо ВНК-клетки, а в наиболее предпочтительном - клетки почки обезьяны 

представляют собой Ma104-клетки или Ма104-АК-клетки, а ВНК-клетки представляют собой ВНК-21- 

клетки. 

При этом клетки заражают SBV с величиной M0I, составляющей 0,00001-0,01, а в предпочтитель-

ном варианте - с величиной M0I, составляющей 0,0001-0,001. 

Как правило, клетки культивируют в среде, содержащей примерно 1-10% FCS, в предпочтительном 

варианте в среде, содержащей примерно 2-6% FCS. Их культивируют при температуре 25-38°C. 

В одном из вариантов осуществления изобретения клетки млекопитающих заражают SBV, который 

содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 97,8% нуклеотидной последовательно-

сти SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 7; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна 

нуклеотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 82,2% нуклеотидной последова-

тельности SEQ ID NO: 2; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 93% нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 3; или 
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(г) их комбинацию. В другом варианте их заражают SBV, который содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 97,8% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 8; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 

82,2% нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 5; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 93% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 6; или 

(г) их комбинацию. 

Последним объектом данного изобретения является способ индукции иммунного ответа у животно-

го против SBV, лечения или предупреждения у него инфекции SBV, виремии или пороков развития, обу-

словленных SBV, а также предупреждения или снижения передачи SBV в стаде животных, согласно ко-

торому указанному животному вводят казанную иммуногенную композицию. 

В предпочтительном варианте осуществления этого способа иммуногенную композицию вводят в 

виде одной дозы или в виде двух доз. 

В контексте настоящего описания понятие "индукция иммунного ответа" касательно антигена или 

композиции обозначает развитие гуморального и/или клеточного иммунного ответа у животного на ан-

тиген, присутствующий в представляющей интерес композиции. 

В контексте настоящего описания понятие "предупреждение" или "снижение", или "осуществление 

предупреждения", или "осуществление снижения" соответственно означает (но, не ограничиваясь только 

этим) процесс, который включает введение антигена SBV, а именно, антигена SBV, который включен в 

композицию, животному, где указанный антиген SBV после введения указанному животному вызывает 

или способен вызывать иммунный ответ у указанного животного против SBV. В целом, такая обработка 

приводит к снижению клинических признаков заболевания, вызываемого SBV, или клинических призна-

ков, ассоциированных с заражением SBV соответственно. Более конкретно, в контексте настоящего опи-

сания понятие "предупреждение" или "осуществление предупреждения" означает, как правило, процесс 

профилактики, при котором животное подвергают воздействию иммуногенной композиции, до индукции 

или начала процесса заболевания, вызываемого SBV. 

В контексте настоящего описания "снижение клинических признаков, ассоциированных с зараже-

нием SBV" означает (но, не ограничиваясь только ими) снижение количества зараженных индивидуумов 

в группе, снижение или уменьшение до нуля количества индивидуумов, у которых проявляются клини-

ческие признаки инфекции, или снижение серьезности любых клинических признаков, имеющихся у 

индивидуумов, по сравнению с инфекцией дикого типа. Например, это может относиться к любому сни-

жению патогенной нагрузки, выделения патогена, снижению передачи патогена или снижению любых 

клинических признаков, симптоматических для заражения SBV, прежде всего, передачи SBV от матери к 

плоду, или пороков развития, индуцируемых SBV у плода жвачного животного или новорожденного 

жвачного животного. Предпочтительно указанные клинические признаки у индивидуумов, которым вво-

дят композицию, предлагаемую в настоящем изобретении, снижают по меньшей мере на 10% по сравне-

нию с индивидуумами, которым не вводили композицию и которые могут подвергаться заражению. Бо-

лее предпочтительно, клинические признаки у индивидуумов, которым вводят композицию, снижают по 

меньшей мере на 20%, предпочтительно по меньшей мере на 30%, более предпочтительно по меньшей 

мере на 40% и еще более предпочтительно по меньшей мере на 50%. 

Понятие "снижение виремии, индуцируемой SBV" (или в другом варианте "снижение РНК-емии, 

индуцированной SBV") обозначает (но, не ограничиваясь только этим) снижение количества вируса 

SBV, попадающего в кровоток животного, при этом уровень виремии, т.е. количество копий РНК SBV на 

миллилитр сыворотки крови или количество бляшкообразующих колоний на декалитр сыворотки крови 

снижают в сыворотке крови индивидуумов, которым вводят композицию, по меньшей мере на 50% по 

сравнению с индивидуумами, которым не вводят композицию и которые могут подвергаться заражению. 

Более предпочтительно уровень виремии снижают у индивидуумов, которым вводят композицию, по 

меньшей мере на 90%, предпочтительно по меньшей мере на 99,9%, более предпочтительно по меньшей 

мере на 99,99% и еще более предпочтительно по меньшей мере на 99,999%. 

В контексте настоящего описания понятие "виремия" означает, прежде всего, состояние, при кото-

ром частицы вируса Шмалленберга размножаются и циркулируют в кровотоке животного, прежде всего 

млекопитающего или насекомого. 

Понятие "животное" в контексте настоящего описания относится, прежде всего, к млекопитающему 

или насекомому. 

Предпочтительно, указанное в настоящем описании млекопитающее представляет собой жвачное 

животное. Более предпочтительно указанное в настоящем описании животное выбирают из группы, со-

стоящей из крупного рогатого скота, овец, коз, оленей, лосей, жирафов, бизонов, американских лосей, 

яков, буйволов, верблюдов, альпак, лам, антилоп, вилорогих антилоп и антилоп нильгау. Наиболее пред-

почтительно млекопитающее или жвачное животное, указанное в настоящем описании, выбирают из 

группы, состоящей из крупного рогатого скота, овец и коз. 

Указанное в настоящем описании насекомое предпочтительно выбирают из группы, состоящей из 
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мелких двукрылых насекомых, прежде всего, относящихся к Culicoides spp., жалящих мух и комаров. 

В контексте настоящего описания понятие "пороки развития" относится, прежде всего, к пороку 

развития, выбранному из врожденного порока развития позвоночного столба (кифоз, лордоз, сколиоз, 

искривление шеи) и/или черепа (макроцефалия, укорочение нижней челюсти), разнообразных пороков 

развития головного мозга (гидроцефалия, порэнцефалия, гипоплазия мозжечка, гапоплазия ствола голов-

ного мозга) и спинного мозга, пороков развития и/или ригидности передних и/или задних конечностей. 

Более конкретно, понятие "пороки развития" относится к порокам развития у ягнят, козлят и телят. 

В контексте настоящего описания понятие "инфицировать (заражать)" относится, прежде всего, к 

процессу приведения в контакт клеток с SBV, например, посредством инокуляции. 

Указанное заражение клеток SBV включает, прежде всего, прикрепление вируса к клетке, проник-

новение вируса в клетку, декапсидацию вириона в цитоплазме, репликацию и транскрипцию вирусного 

генома, экспрессию вирусных белков и сборку, и высвобождение новых инфекционных вирусных час-

тиц. 

В контексте настоящего описания понятие "культивирование" относится, прежде всего, к поддер-

жанию и предпочтительно росту клеток в пригодных условиях. 

В контексте настоящего описания понятие "сбор" относится, прежде всего, к сбору супернатанта, 

который содержит вирусные частицы, например, посредством центрифугирования контейнера, содержа-

щего культуру инфицированных вирусом клеток, и последующей декантации клеточного супернатанта. 

При создании изобретения неожиданно было установлено, что SBV сохраняет инфекционность и, 

следовательно свой антигенный потенциал, в том случае, когда осуществляют его пересев поочередно в 

клетки насекомых и клетки млекопитающих. 

Ниже приведены примеры, которые подтверждают возможность осуществления изобретения, но не 

ограничивающие его. 

Пример 1. Подробное описание первого выделения SBV. 

Клетки линии BHK-21 нашли широкое применение для выращивания ортобуньявирусов. Благодаря 

этому вирус SBV впервые был успешно выделен с использованием указанной клеточной линии исследо-

вателями из FLI в ноябре 2011 г. Кроме BHK использовали клетки личинок Culicoides variipennis (обо-

значены как KC-клетки, полученные из Коллекции клеточных линий для ветеринарной медицины, Ин-

ститут Фридриха Лёффлера, Грейфсвальд-Инзель Римс, Германия). KC-клетки инкубировали в течение 

10 дней с разрушенной путем обработки ультразвуком кровью, разведенной в среде Шнейдера. Затем 

клетки лизировали путем замораживания и оттаивания. Лизатом инокулировали монослой клеток почки 

детеныша хомячка-21 (BHK, клон 13). Через 1 ч лизат удаляли и заменяли минимальной эссенциальной 

средой Игла (ЕМЕМ). Через 5 дней проявлялось выраженное цитопатическое действие, и анализ супер-

натанта культуры на присутствие нового вируса дал положительные результаты, по данным специфиче-

ской cRT-q ПЦР (изолят 2) величина Cq составляла примерно 14, при этом величина TCID50 на мл со-

ставляла 3×10
6
. 

Процесс получения: общее описание. 

Процесс получения, описанный ниже, осуществляли, следуя стандартным методам получения, на-

пример его осуществляли в стерильных условиях и после проверки соблюдения правильных технологи-

ческих условий, таких как воздушная фильтрация. 

Описание процесса получения. 

1. Получение MSV (исходный вакцинный вирус). 

Для получения MSV (исходный вакцинный вирус) применяли изолят 2 SBV. Роллер-флаконы, засе-

янные клетками BHK-21 (5×10
7
 клеток), заражали с величиной MOI, равной 0,0001. После инкубации в 

течение 54 ч роллер-флаконы замораживали при -20°C, подвергали оттаиванию и центрифугировали при 

2000g в течение 5 мин. Собирали супернатант и аликвоты по 1 мл помещали на хранение при -80°C до 

использования в следующем процессе. 

2. Получение антигена SBV. 

Клетки линии BHK-21 (рабочая клеточная культура - WCS) хранили в замороженном состоянии в 

жидком азоте. WCS подвергали оттаиванию и размножали в колбах для клеточных культур (Т-160 см
2
) с 

использованием среды ЕМЕМ, дополненной обработанной гамма-излучением 10% FCS. Клетки трипси-

низировали с помощью рекомбинантного (не животного происхождения) трипсина. Содержимое одной 

колбы Т160 обрабатывали трипсином и ресуспендировали в 150 мл среды ЕМЕМ, дополненной 2% FCS. 

Эту клеточную суспензию использовали для засева одного роллер-флакона (495 см
2
). Роллер-флаконы, 

содержащие клеточную суспензию, помещали в инкубатор при 37°C и вращали со скоростью 0,5 об./мин. 

Через 12-16 ч после посева клетки высевали с плотностью 5×10
7
 на флакон. Заражение осуществляли с 

величиной MOI, составляющей 0,0001. Клетки непрерывно инкубировали при 37°C и вращали со скоро-

стью 0,5 об./мин в течение 50-56 ч до тех пор, пока специфическое цитопатическое действие (ЦПД) SBV 

не поражало примерно 60-70% клеток. В этот момент времени все роллер-флаконы замораживали при -

20°C и затем подвергали оттаиванию в водной бане при 37°C, и помещали на хранение при -80°C до ис-

пользования в следующем процессе. 
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Титрование вируса осуществляли согласно следующей процедуре. 

Необходимые материалы: 

1. Клетки линии BHK-21 (клон 13). 

2. Колбы Т75. 

3. Плоскодонные 96-луночные планшеты. 

4. Плоскодонные 48-луночные планшеты. 

5. 8-канальная матричная пипетка фирмы Thermo + наконечники. 

6. 8-канальная пипетка 50-1250 фирмы Eppendorf + наконечники. 

7. Резервуар для многоканальных пипеток. 

8. Трипсин + ЭДТК. 

9. Среда ZB5. 

10. Пипетки 5, 10 и 25 мл. 

11. Пипеточный дозатор типа Pipetboy. 

12. Инвертированный микроскоп. 

Процедура. 

Обрабатывают трипсином содержащиеся в колбе Т75 клетки с высокой степенью конфлюэнтности 

и осторожно ресуспендируют в 20 мл среды (10% FCS). 

Добавляют 100 мл среды (0% FCS) и хорошо перемешивают. 

Полученную клеточную суспензию сливают в резервуар для многоканальных пипеток. 

С использованием многоканальной пипетки вносят по 100 мкл клеточной суспензии в лунки первых 

8 столбцов 96-луночных планшетов. 

Помещают планшеты в CO2-инкубатор при 37°C в атмосферу на 6-12 ч для того, чтобы дать клет-

кам прикрепиться. 

По истечении указанного периода времени подготавливают 48-луночные планшеты и в каждую 

лунку вносят по 1080 мкл бессывороточной среды. 

Лунки первой колонки инокулируют 120 мкл предназначенного для титрования материала. 

Сначала перемешивают содержимое в лунках первой колонки, которые инокулировали материалом, 

с использованием 8-канальной пипетки Эппендорф с программой Р/М (четыре раза осуществляют пипе-

тирование 120 мкл и смешение 620 мкл). 

Удаляют наконечники. 

Из лунок первой колонки забирают пипеткой (с новыми наконечниками) по 120 мкл, вносят в лунки 

второй колонки и перемешивают. 

Удаляют наконечники. 

Повторяют указанный процесс, пока не заполнят последнюю колонку. 

С использованием матричной пипетки аспирируют 800 мкл из первого ряда 48-луночного планшета 

(который содержит серийный разведения одного образца). 

При присоединении наконечников их необходимо зажимать плотно, но не слишком сильно, иначе 

функция матрицы не будет выполняться. 

Распределяют по 100 мкл в 8 рядов 96-луночного планшета. 

Инкубируют при 37°C в течение 3-4 дней. 

Считывают результаты с использованием инвертированного микроскопа. 3. Препараты вакцины 

3.1. Процедура инактивации. 

Процесс инактивации конечного антигена длился в общей сложности 72 ч, применяемая концен-

трация БЭИ составляла 15 мМ. Конечный антиген инактивировали путем добавления 0,1 М БЭИ в соот-

ношении 100 мл на 1 л предназначенного для инактивации антигена (конечная концентрация 10 мМ). 

После добавления БЭИ смесь гомогенизировали в течение по меньшей мере 15 мин и проверяли значе-

ние рН. После осуществления процесса гомогенизации смесь сливали в стерильный контейнер, который 

выдерживали при перемешивании при 37±1°C в течение 24 ч. Через 24 ч осуществляли вторую инакти-

вацию конечного антигена путем добавления 0,1М БЭИ в соотношении 50 мл на 1 л подлежащего инак-

тивации антигена (конечная концентрация 5 мМ). После второго добавления БЭИ процесс повторяли в 

тех же самых условиях, которые описаны выше для первого добавления, но смесь выдерживали при пе-

ремешивании в течение 48 ч. 

3.2. Нейтрализация оставшегося БЭИ. 

После завершения процесса инактивации добавляли 1 М раствор тиосульфата натрия в соотноше-

нии 5 мл на 1 литр инактивированного антигена (конечная концентрация 5 мМ) для нейтрализации БЭИ. 

После гомогенизации смеси проверяли значение рН. При необходимости осуществляли регулирование 

рН с помощью соляной кислоты, доводя его значение до 7,2±0,2. 

3.3 Адъюванты. 

В качестве адъювантов применяли Alhydrogel (гидроксид алюминия) и Quil-A (сапонин). 

4. Эксперимент по проверке концепции на крупном рогатом скоте. 

Эксперимент осуществляли с использованием восемнадцати (18) голов крупного рогатого скота 
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возрастом 7 месяцев. Животных разделяли на четыре группы по четыре животных в каждой группе, а 

оставшиеся два животных служили в качестве контролей контакта. Все животные при начале экспери-

мента были серонегативными по SBV. Первую группу (четыре животных) вакцинировали, применяя 

вакцину в дозе, соответствующей TCID50/мл 10
6
 SBV, вторую - TCID50/мл 10

5
 SBV, третью - TCID50/мл 

10
4
 SBV и, наконец, четвертую группу не вакцинировали, так же как и оставшихся двух животных, слу-

живших в качестве контролей контакта. В каждой группе 4 животных вакцинировали путем подкожного 

введения (2 мл) и спустя 3 недели осуществляли ревакцинацию. Всех животных, на которых проводили 

опыт, за исключением животных, служивших в качестве контролей контакта, подвергали контрольному 

заражению через две недели после ревакцинации (доза контрольного заражения, соответствующая 

TCID50 10
7
 живого вируса/животное). У всех невакцинированных животных развивалась виремия после 

контрольного заражения SBV, начиная со дня 3 (dpi, дни после заражения), и она продолжалась в тече-

ние 2-3 дней. У вакцинированных животных по сравнению с невакцинированными животными уровень 

виремии был существенно ниже, и он не сопровождался клиническими симптомами после контрольного 

заражения SBV. 

Пример 2. 

1. Введение. 

В этом опыте получали несколько препаратов инактивированной вакцины и затем тестировали на 

овцах и крупном рогатом скоте в отношении их способности индуцировать нейтрализующие антитела и 

предупреждать виремию после экспериментального контрольного заражения. 

Материалы и методы. 

Вакцины. 

Получали пять различных прототипов препаратов вакцины (табл. 1); все они представляли собой 

препараты инактивированного SBV в водном растворе. SBV выращивали либо на двух различных лини-

ях клеток почки детеныша хомячка (BHK-21) (вакцины "BHKCT-HT", "BHK13-HT", "BHK13-LT"), либо 

на клетках линии MA-104 (вакцины "MA-HT" и "MA-LT"). 

Концентрацию антигена получали с использованием инфекционного титра SBV до инактивации 

бинарным этиленимином (БЭИ), применяя либо "длинный" (с использованием 10 мМ БЭИ в течение 72 ч 

при 37°C), либо "короткий" (с использованием 2 мМ БЭИ в течение 12 ч при 37°C) протокол. 

Вакцины-кандидаты содержали антиген в следующих концентрациях: TCID50/мл (средняя цитопа-

тогенная доза, инфицирующая 50% животных, на мл) 6,1 log10 (МА-НТ) или TCID50/мл 5,7 log10 

(BHKCT-HT, BHK13-HT, MA-LT) или TCID50/мл 4,7 log10 (BHK13-LT). В качестве адъювантов приме-

няли сапонин и гидроксид алюминия (0,125 мкг сапонина на 1 мл и 6,65 мг гидроксида алюминия на 1 мл 

для всех препаратов вакцин-кандидатов). Все препараты тестировали в отношении отсутствия бактери-

ального загрязнения и применяли в двух повторностях для осуществления успешной инактивации путем 

двух пересевов с использованием клеток линии BHK-21. Значения рН для каждого прототипа вакцины 

доводили до 6,8-7,2 при 20°C. Вакцины хранили при 4°C до применения. 

Таблица 1. Вакцины и группы животных 

 
Животные. 

Двадцать пять не инфицированных SBV овец европейской домашней породы (возрастом 7-9 меся-

цев) распределяли на 5 групп по 5 животных в каждой, которые одновременно иммунизировали путем 

подкожного введения одного из прототипов вакцины (см. табл. 1). Другие 5 овец служили в качестве не-

вакцинированных контролей. Самцов и самок животных распределяли по группам поровну. 

Кроме того, 22 негативных по антителам к SBV самок коров голштино-фризской породы распреде-

ляли на четыре группы по четыре (группа Н) или шесть (группы G, I и K) животных в каждой. Животных 

в группах G, Н и I иммунизировали путем подкожного введения вакцин BHKCT-HT, MA-HT и MALT 
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соответственно. Коровы в группе K служили в качестве невакцинированных контролей. В день первой 

вакцинации возраст животных составлял от 8 до 12 месяцев. 

В каждом случае животных вакцинировали дважды с интервалом в три недели и после второй вак-

цинации инокулировали как вакцинированным, так и контрольным животным по 2×0,5 мл полевого 

штамма SBV, который пересевали только в его естественного хозяина. На протяжении всего опыта еже-

дневно измеряли ректальную температуру, и ветеринары обследовали животных в отношении клиниче-

ских признаков. 

Отбор образцов, ОТ-ПЦР в реальном времени и серологический анализ. 

После первой вакцинации брали образцы сыворотки в дни 0, 3, 4, 7 и затем еженедельно. После 

второй вакцинации образцы сыворотки брали с недельными интервалами. После контрольного зараже-

ния образцы сыворотки брали ежедневно в течение первых восьми дней, а затем в дни 14 и 21. Образцы 

селезенки, миндалин и мезентериальных и нижнечелюстных лимфатических узлов брали при осуществ-

лении аутопсии в дни 22-29 после контрольного заражения и гомогенизировали в 1 мл MEM. 

РНК из сыворотки и образцов ткани, взятых при осуществлении аутопсии, экстрагировали с ис-

пользованием набора MagAttract Virus Mini M48 для автоматической экстракции (фирма Qiagen, Герма-

ния) согласно рекомендациям производителя. Геномную нагрузку SBV определяли с помощью ПЦР с 

обратной транскрипцией в реальном времени (ОТ-q ПЦР) (7) с использованием внешнего стандарта на 

основе сегмента S генома. Кроме того, образцы сыворотки анализировали методом ELISA с использова-

нием поступающего в продажу антитела к SBV (ID Screen Schmallenberg virus Indirect, фирма IDvet, 

Франция), применяя рекомендованное отсекающее значение 70% для относительной оптической плотно-

сти по сравнению с положительным контролем, и с помощью стандартного анализа микронейтрализа-

ции. 

Результаты. 

Клинические обследования и посмертные обследования. 

После осуществления первой вакцинации с использованием прототипов вакцины не было выявлено 

побочных действий; ни у одного животного не было обнаружено лихорадки или другого клинического 

признака. После второй вакцинации у одной коровы, иммунизированной вакциной MA-HT (группа H) в 

течение 2 дней имело место небольшое опухание в области инъекции. 

После контрольного заражения у одной невакцинированной коровы развилась лихорадка в день 3, у 

другой была обнаружена слабая диарея, продолжавшаяся три дня. У одного животного в группе I в тече-

ние одного дня имели место назальные выделения. 

При аутопсии животных не было выявлено никаких значительных макроскопических повреждений. 

Мезентериальные лимфатические узлы у всех невакцинированных животных, кроме одного (S30), имели 

позитивный по данным ПЦР статус; в среднем было обнаружено 2,86Е+03 геномных копий на мг (ко-

пий/мг). Кроме того, РНК SBV была обнаружена в нижнечелюстных лимфатических узлах у 3 из 5 не-

вакцинированных овец (S27-S29) и у всех контрольных коров (в среднем 2,68Е+01 копий/мг), в минда-

линах у S27-S29 и у С18-С20 (в среднем 9,90Е+01 копий/мг) и в селезенке у 4 из 5 невакцинированных 

овец (S26-S29; в среднем 4,57Е+03 копий/мг) и у двух контрольных телят (С17, С21; в среднем 1,40Е+01 

копий/мг). Ни у одного из вакцинированных животных вирусная РНК не была обнаружена. 

Гуморальный иммунный ответ. 

В день первой вакцинации все животные имели негативный статус по данным обоих серологиче-

ских анализов. 

До осуществления контрольного заражения у невакцинированных животных антитела не были вы-

явлены. Через три недели после заражения было установлено, что все контрольные овцы и коровы, за 

исключением одного животного (S30), имели позитивный статус по данным анализа нейтрализации. Ан-

титела были обнаружены также методом ELISA у коров и у 2 из 5 невакцинированных овец (S26, S29). 

Несмотря на более высокую ОП образца по отношению к величине ОП положительного контроля (S/P), 

по данным ELISA обе контрольные овцы S27 и S28 имели негативный статус. 

Через три недели после первой иммунизации вакциной ВНКСТ-НТ, BHK13-HT или BHK13-LT 

(SBV выращен на BHK-клетках) все овцы и коровы имели негативный статус по данным ELISA, в то 

время как у S07, S08, S10 (BHKCT-HT) и S04 (BHK13-HT) были выявлены низкие титры антител по дан-

ным анализа нейтрализации. После второй вакцинации антитела были выявлены при проведении по 

меньшей мере одного серологического анализа, в большинстве случаев было обнаружено значительное 

увеличение нейтрализующий антител. Через три недели после контрольного заражения 8 из 15 овец (S04, 

S06, S07, S09, S10, S11, S12, S15) и 5 из 6 коров (С01-С05) имели позитивный статус по данных обоих 

анализов, 7 овец (S01-S03, S05, S08, S13, S14) и оставшаяся корова (С6) имели позитивный статус только 

по данным теста на нейтрализацию, a S15 - по данным только ELISA. 

После одной иммунизации вакцинами МА-НТ или MA-LT (SBV выращенный на МА-104-клетках) 

все коровы и все овцы за исключением двух имели негативный статус по данным обоих серологических 

анализов. По данным анализа нейтрализации S22 и S23 имели титры 1:5 и 1:7 соответственно. После 

второй вакцинации у S19, S24, С08 и С14 антитела не были обнаружены. S16, S21, С07, С09 и С10 имели 
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позитивный статус по данным обоих серологических анализов, в то время как остальные животные име-

ли позитивный статус по данным только анализа нейтрализации. Через три недели после контрольного 

заражения все овцы в группе D и 4 из 5 овец в группе Е имели позитивный статус по данным анализа 

нейтрализации, у животного S16 антитела не были обнаружены методом ELISA, а животное S24 имело 

негативный статус по данным обоих анализов. У всех коров в группе Н (высокий титр SBV) оказалось 

возможным выявить антитела как с помощью ELISA, так и с помощью анализа нейтрализации. Такой же 

результат был получен для С12 и С13 (группа I, низкий титр SB), C11, С15 и С16 имели позитивный ста-

тус только по данным анализа нейтрализации, а у C14 ни один из тестов не выявил присутствие антител. 

После второй иммунизации было выявлено повышение средних титров нейтрализующих антител, 

при этом после контрольного заражения в большинстве случаев нейтрализующие титры оставались на 

постоянном уровне во всех вакцинированных группах. 

ОТ-ПЦР в реальном времени. 

После первой вакцинации геном SBV не был обнаружен ни у одного животного (данные не пред-

ставлены), что подтверждает успешность инактивации SBV, проведенной путем как короткой, так и 

длинной процедуры инактивации БЭИ. 

После контрольного заражения все невакцинированные овцы, кроме одной (S30), имели позитив-

ный статус по данным OT-q ПЦР в период между днем 2 и днем 4 (S27-S29) или 5 (S26). У 1 из 6 невак-

цинированных коров (С19) геном SBV оказалось возможным впервые обнаружить в день 1 после зара-

жения, остальные 5 телят впервые были оценены как имеющие позитивный статус в день 2. Геном SBV 

можно было обнаружить вплоть до дня 5 (С17, С19-С21), 6 (С22) или 7 (С18). Три из 6 коров, иммунизи-

рованных вакциной MA-LT (С12, С13, С16), имели позитивный статус по данным OT-q ПЦР в день 3, в 

то время как у животных, вакцинированных вакцинами МА-НТ, РНК-емия (присутствие РНК в крови) не 

развилась после контрольного заражения. 

В образцах сыворотки, взятых у всех вакцинированных овец, у контрольной овцы S30 и у всех ко-

ров из групп G и Н (группы, обработанные вакциной с высоким титром) вирусная РНК не была обнару-

жена после контрольного заражения. 

Заключение. 

Было создано пять различных препаратов инактивированной вакцины, после чего они были протес-

тированы на коровах и овцах. В экспериментах ни у одного из животных не были выявлены значитель-

ные побочные действия, и у всех животных имела место сероконверсия после вакцинации. Кроме того, у 

большинства, но не у всех, животных после вакцинации возникали поддающиеся обнаружению уровни 

антител, нейтрализующих SBV. Важно отметить, что РНК-емия после контрольного заражения полно-

стью предупреждалась при применении четырех прототипов вакцины и значительно снижалась при при-

менении пятого прототипа. Эти данные позволяют сделать предположение о том, что защита от вирус-

ной инфекции лишь частично опосредуется нейтрализующими антителами, и что существуют дополни-

тельные еще не изученные механизмы, наиболее вероятно ассоциированные с клеточным иммунитетом, 

которые вносят существенный вклад в клиренс вируса после контрольного заражения SBV. Двумя глав-

ными характеристиками инактивированных вакцин являются: (I) полная инактивация инфекционного 

вируса, что продемонстрировано путем осуществления пересевов с использованием клеточных культур и 

установлением отсутствия РНК-емии после первой иммунизации, и (II) индукция защитного иммуните-

та. Хотя нейтрализующие антитела не были обнаружены у каждого из вакцинированных животных до 

контрольного заражения, РНК-емия полностью предупреждалась при применении четырех прототипов 

вакцины и значительно снижалась при применении пятого прототипа. В рассматриваемом опыте обна-

ружение вирусной РНК в лимфоретикулярной системе применяли в качестве диагностического инстру-

мента, отличного от выявления РНК-емии. В отличие от контролей, все вакцинированные животные 

имели четко выраженный негативный SBV-РНК-статус в лимфоидной системе (в лимфоидных органах в 

момент проведения аутопсии), а также мезентериальных лимфатических узлов. У одной невакциниро-

ванной контрольной овцы не было выявлено ни РНК-емии, ни положительных результатов OT-q ПЦР-

анализа образцов ткани, ни сероконверсии после контрольного заражения, причина таких результатов 

остается невыясненной. Возможными объяснениями могут являться неудачная инъекция или статус (ес-

тественный) устойчивости к заражению SBV. 

Тем не менее, отсутствие обнаруживаемой РНК в большинстве обработанных вакциной групп по-

зволяет сделать вывод о том, что даже в том случае, когда нельзя обнаружить вирусные геномы (в сыво-

ротке), это не означает, что вирус, вводимый при контрольном заражении, не может передаваться в плод. 

Хотя вакцинация позволяет предупреждать или заметно снижать РНК-емию, антитела не были вы-

явлены у каждого животного в каждом тесте до контрольного заражения. В целом, наблюдалась более 

выраженная корреляция между результатами анализа методом ELISA и результатами анализа нейтрали-

зации для образцов, взятых у коров, чем для образцов, взятых у овец, прежде всего, после контрольного 

заражения невакцинированного животного. 

Наиболее высокие уровни антител во всех группах овец были выявлены при анализе нейтрализации 

после контрольного заражения невакцинированных овец. Такой же результат был получен после имму-

низации несколькими вакцинами против лихорадки долины Рифт и последующего контрольного зараже-
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ния (8), однако, в этом случае применяемые вакцины не обеспечивали абсолютный иммунитет, а приво-

дили лишь к снижению виремии. В отличие от этого, прототипы вакцины против SBV, охарактеризован-

ные в опыте, проведенном при создании настоящего изобретения, полностью предупреждали РНК-емию 

у овец, несмотря на низкий уровень нейтрализующих антител. 

В исследовании, проведенном при создании настоящего изобретения, титры нейтрализующих анти-

тел зависели от продуцирующей клеточной линии и вирусного титра до инактивации. Дозовая зависи-

мость для супернатанта клеточной культуры, используемого для получения вакцины, была описана так-

же для AKAV, она имела место вне зависимости от того, применяли инактивированные или ослабленные 

живые вакцины (9; 10). Опубликованы данные о том, что для создания вакцины необходимо количество 

вируса, составляющее по меньшей мере 10
5,5

 TCID50/мл. Когда применяли 2 мл вакцины, содержащей 

вирус, выращенный на МА-104-клетках, с TCID50/мл, составляющей 6,1 log10, то она полностью преду-

преждала РНК-емию, однако у половины телят, иммунизированных с использованием TCID50/мл, со-

ставляющей 5,7 log10, вирусный геном можно было обнаруживать в течение одного дня, можно предпо-

ложить, что сходная минимальная доза может иметь место и в случае SBV. Однако, в случае вакцин, по-

лученных с использованием BHK-21-клеток, более низкий вирусный титр (TCID50/мл, составляющая 5,7 

log10) полностью предупреждал РНК-емию у обоих видов животных, для овец требовалась величина 

TCID50/мл, составляющая лишь 4,7 log10. 

Таким образом, с помощью рассмотренной предназначенной для проверки концепции характериза-

ции различных вакцин-кандидатов удалось продемонстрировать высокую эффективность четырех из 

пяти прототипов вакцин против SBV для обоих важных видов-мишеней. В результате продемонстриро-

вано, что удалось разработать убитую вакцину против вируса Шмалленберга, которая является эффек-

тивной и безопасной для применения на крупном рогатом скоте и овцах. Результаты, полученные в опы-

те, проведенном при создании настоящего изобретения, свидетельствуют о том, что вакцину на основе 

инактивированного SBV можно успешно применять для поддержания усилий, направленных на кон-

троль распространения SBV, а также для предупреждения заболевания домашних жвачных животных. 

Пример 3. 

Ниже описаны альтернативная процедура инактивации и последующий процесс нейтрализации, ко-

торые также позволяют осуществлять получение (дальнейшие стадии производства осуществляли со-

гласно процедуре, описанной в примере 1) эффективной вакцины для успешного предупреждения зара-

жения SBV: 

Процедура инактивации. 

Процесс инактивации конечного антигена продолжали в общей сложности в течение 12 ч, приме-

няемая концентрация БЭИ была равна 2 мМ. Конечный антиген инактивировали путем добавления 

0,17М БЭИ в соотношении 11,9 мл на 1 литр подлежащего инактивации антигена (конечная концентра-

ция 2 мМ). После добавления БЭИ смесь выдерживали при перемешивании в течение 12 ч при 37±1°C. 

Нейтрализация оставшегося БЭИ. 

После завершения процесса инактивации добавляли 1М раствор тиосульфата натрия в соотношении 

10 мл на 1 литр инактивированного антигена (конечная концентрация 10 мМ) для нейтрализации БЭИ. 

Пример 4. 

Ниже описан альтернативный процесс получения MSV (исходный вакцинный вирус), который так-

же позволяет получать (дальнейшие стадии производства осуществляли согласно процедуре, описанной 

в примере 1, в то время как процедуру инактивации осуществляли, как описано в примере 3) эффектив-

ную вакцину для успешного предупреждения заражения SBV: 

5. Получение MSV (исходный вакцинный вирус). 

Для получения MSV (исходный вакцинный вирус) применяли изолят 2 SBV. Роллер-флаконы, засе-

янные Ma104-Ak (5×10
7
 клеток), заражали с величиной MOI, равной 0,0001. После инкубации в течение 

54 ч роллер-флаконы замораживали при -20°C, подвергали оттаиванию и центрифугировали при 2000g в 

течение 5 мин. Супернатант собирали и аликвоты по 1 мл помещали на хранение при -80°C до использо-

вания в дальнейшем процессе. 

6. Получение антигена SBV. 

Ma104-Ak (рабочий банк клеток - WCS) хранили в замороженном состоянии в жидком азоте. WCS 

подвергали оттаиванию и размножали в колбах для культур ткани (Т-160 см
2
) с использованием среды 

ЕМЕМ, дополненной обработанной гамма-излучением 10% FCS. Клетки трипсинизировали с использо-

ванием рекомбинантного (не животного происхождения) трипсина. Содержимое одной Т160-колбы об-

рабатывали трипсином и ресуспендировали в 150 мл среды ЕМЕМ, содержащей 2% FCS. Эту клеточную 

суспензию высевали в один роллер-флакон (495 см
2
). Роллер-флаконы, содержащие клеточную суспен-

зию, помещали в инкубатор при 37°C и вращали со скоростью 0,5 об./мин. Через 12-16 ч после посева 

клетки высевали с плотностью 5×10
7
 на флакон. Заражение осуществляли с величиной MOI, составляю-

щей 0,001. Зараженные клетки непрерывно инкубировали при 37°C и вращали со скоростью 0,5 об./мин в 

течение 72-96 ч до тех пор, пока специфическое цитопатическое действие (ЦПД) SBV не поражало при-

мерно 60-70% клеток. В этот момент времени все роллер-флаконы замораживали при -20°C, затем под-



034543 

- 10 - 

вергали оттаиванию в водяной бане при 37°C и помещали на хранение при -80°C до использования в 

дальнейшем процессе. 

В перечне последовательностей: 

SEQ ID NO: 1 соответствует полной геномной последовательности сегмента S инфекционного ви-

руса Шмалленберга (ВН80/11-4), 

SEQ ID NO: 2 соответствует полной геномной последовательности сегмента М инфекционного ви-

руса Шмалленберга (ВН80/11-4), 

SEQ ID NO: 3 соответствует полной геномной последовательности сегмента L инфекционного ви-

руса Шмалленберга (ВН80/11-4), 

SEQ ID NO: 4 соответствует последовательности РНК, антипараллельной (т.е. полностью компле-

ментарной и инвертированной) SEQ ID NO: 1, 

SEQ ID NO: 5 соответствует последовательности РНК, антипараллельной SEQ ID NO: 2, 

SEQ ID NO: 6 соответствует последовательности РНК, антипараллельной SEQ ID NO: 3, 

SEQ ID NO: 7 соответствует SEQ ID NO: 1, в которой нуклеотид в положении 9 представляет собой 

"а" вместо "g", и 

SEQ ID NO: 8 соответствует последовательности РНК, антипараллельной SEQ ID NO: 7, и, таким 

образом, соответствует SEQ ID NO: 4, в которой нуклеотид в положении 831 представляет собой "и" 

вместо "с". 

Ссылки 

Все процитированные в настоящем описании ссылки полностью включены в него в качестве ссыл-

ки. 
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Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Иммуногенная композиция, содержащая вирус Шмалленберга (SBV), инактивированный с по-

мощью азиридинового соединения. 

2. Иммуногенная композиция по п.1, в которой указанный SBV содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 97,8% нуклеотидной последовательно-

сти SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 7; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна 

нуклеотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 82,2% нуклеотидной последова-

тельности SEQ ID NO: 2; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 93% нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 3; или 

(г) их комбинацию. 

3. Иммуногенная композиция по п.1, в которой указанный SBV содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 97,8% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 8; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 

82,2% нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 5; 
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(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 93% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 6; или 

(г) их комбинацию. 

4. Иммуногенная композиция по п.1, в которой азиридиновое соединение представляет собой би-

нарный этиленимин (БЭИ). 

5. Иммуногенная композиция по п.1, дополнительно содержащая по меньшей мере один фармацев-

тически приемлемый носитель или эксципиент. 

6. Иммуногенная композиция по п.5, в которой указанный по меньшей мере один фармацевтически 

приемлемый носитель или эксципиент выбран из растворителей, диспергирующих сред, стабилизаторов, 

разбавителей, консервантов, антибактериальных и противогрибковых средств, агентов для придания изо-

тоничности и замедляющих адсорбцию средств. 

7. Иммуногенная композиция по пп.1 или 5, дополнительно включающая гидроксид алюминия, са-

понин или их комбинацию. 

8. Вакцина, предназначенная для лечения или предупреждения у жвачных животных инфекции 

SBV, виремии или пороков развития, обусловленных SBV, а также для предупреждения или снижения 

передачи SBV в стаде жвачных животных, содержащая иммуногенную композицию по пп.1-3 и по 

меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель или эксципиент. 

9. Способ получения иммуногенной композиции по любому из пп.1-3, включающий стадии, на ко-

торых: 

(A) клетки млекопитающих заражают SBV; 

(Б) культивируют зараженные клетки; 

(B) собирают вирусные частицы SBV, продуцируемые указанными клетками; и 

(Г) инактивируют указанные вирусные частицы с помощью азиридинового соединения. 

10. Способ по п.9, в котором клетки млекопитающих представляют собой клетки почки обезьяны 

либо ВНК-клетки. 

11. Способ по п.10, в котором клетки почки обезьяны представляют собой Ма104-клетки или 

Ма104-АК-клетки, а ВНК-клетки представляют собой BHK-21-клетки. 

12. Способ по п.9, в котором клетки заражают SBV с величиной M0I, составляющей 0,00001-0,01. 

13. Способ по п.12, в котором клетки заражают SBV с величиной M0I, составляющей 0,0001-0,001. 

14. Способ по п.9, в котором клетки культивируют в среде, содержащей примерно 1-10% FCS. 

15. Способ по п.14, в котором клетки культивируют в среде, содержащей примерно 2-6% FCS. 

16. Способ по п.9, в котором клетки культивируют при температуре 25-38°C. 

17. Способ по п.9, в котором клетки млекопитающих заражают SBV, который содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 97,8% нуклеотидной последовательно-

сти SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 7; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна 

нуклеотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 82,2% нуклеотидной последова-

тельности SEQ ID NO: 2; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, которая обратно комплементарна нук-

леотидной последовательности, идентичной по меньшей мере на 93% нуклеотидной последовательности 

SEQ ID NO: 3; или 

(г) их комбинацию. 

18. Способ по п.9, в котором клетки млекопитающих заражают SBV, который содержит: 

(а) малый (S) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 97,8% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 4 или SEQ ID NO: 8; 

(б) средний (М) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 

82,2% нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 5; 

(в) большой (L) сегмент РНК, имеющий последовательность, идентичную по меньшей мере на 93% 

нуклеотидной последовательности SEQ ID NO: 6; или 

(г) их комбинацию. 

19. Способ индукции иммунного ответа у жвачного животного против SBV, лечения или предупре-

ждения у него инфекции SBV, виремии или пороков развития, обусловленных SBV, а также предупреж-

дения или снижения передачи SBV в стаде жвачных животных, согласно которому указанному жвачному 

животному вводят иммуногенную композицию по любому из пп.1-7. 

20. Способ по п.19, в котором иммуногенную композицию вводят в виде одной дозы или в виде 

двух доз. 
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