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Винахід належить до рекомбінантного вектора з герпесвіруса індички (HVT), який містить і 
експресує антигени пташиних патогенів, таких як антиген F вірусу хвороби Ньюкасла NDV-F та 
антиген VP2 вірусу інфекційного бурситу IBDV, та до композиції, що містить рекомбінантний 
вектор HVT.  
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Перехресні посилання на споріднені заявки 
Дана заявка претендує на пріоритет за попередньою заявкою U.S. 61/564,877, поданою 30 

листопада 2011 р., і попередньою заявкою U.S. 61/694,957, поданою 30 серпня 2012 р. 
Галузь техніки, до якої відноситься винахід 
Даний винахід стосується рекомбінантних вірусних векторів для інсерції (вставки) і експресії 5 

чужорідних генів для застосування їх як безпечних носіїв для імунізації для захисту від різних 
патогенів. Він також стосується полівалентної композиції або вакцини, яка містить один або 
декілька рекомбінантних вірусних векторів для захисту від різних патогенів. Даний винахід 
стосується способів одержання й застосування рекомбінантних вірусних векторів. 

Рівень техніки 10 

Вакцинація домашніх птахів широко застосовується для захисту поголів'я птахів від 
спустошливих захворювань, у тому числі хвороби Ньюкасла (ND), інфекційного бурситу (IBD), 
хвороби Марека (MD), інфекційного бронхіту (IB), інфекційного ларинготрахеїту (ILT) і 
пташиного грипу (AI). ND викликається пташиним параміксовірусом-1 (APMV-1), який також 
називають вірусом ND (NDV), що належать до сімейства Paramyxoviridae. MD викликається 15 

герпесвірусом-2 курячих (родина Herpesviridae), який також називають вірусом MD серотипу 1 
(MDV1). IB викликається вірусом IB (IBV), що належать до родини Coronaviridae, ILT 
викликається герпесвірусом-1 курячих (родина Herpesviridae), який також називають вірусом ILT 
(ILTV), а AI викликається вірусом AI (AIV), що належать до родини Orthomyxoviridae. 

Був запропонований цілий ряд рекомбінантних пташиних вірусних векторів з метою 20 

вакцинації птахів проти цих пташиних патогенів. Використовуються такі вірусні вектори, як 
авіпоксвіруси, особливо вірусу пташиної віспи (EP-A-0,517,292), вірусу хвороби Марека, 
наприклад, серотипів 2 і 3 (HVT) (WO-A-87/04463), або ж ITLV, NDV і пташині аденовіруси. При 
використанні деяких із цих рекомбінантних пташиних вірусних векторів для вакцинації вони 
проявляли різні рівні захисту. 25 

Було розроблено й ліцензовано декілька рекомбінантних векторів на основі герпесвірусу 
індички (HVT, який також називають герпесвірусом-1 індиків або MDV серотипу 3), які 
експресують антигени з різних патогенів (US Patent Nos. 5,980,906, 5,853,733, 6,183,753, 
5,187,087), включаючи IBDV, NDV, ILTV і AIV. Особливий інтерес cтановить вектор HVT, який 
експресує ген VP2, що захищає від IBDV, який проявляв явну перевагу перед класичними 30 

вакцинами від IBD (Bublot et al., J. Comp. Path. 2007, 137, S81-S84; US 5,980,906). Інші вектори 
HVT, які становлять інтерес, експресують гени, які захищають або від NDV (Morgan et al., 1992, 
Avian Dis. 36, 858-70; US 6,866,852; US5,650,153), або від ILTV (Johnson et al., 2010, Avian Dis. 
54, 1251-1259; US 6,299,882; US 5,853,733). Одна із практичних проблем при спільному 
застосуванні декількох рекомбінантних вакцин на основі HVT полягає в їхній інтерференції. При 35 

змішуванні двох рекомбінантних HVT, які експресують різні антигени, знижується захист 
щонайменше від одного із захворювань (Rudolf Heine 2011; Issues of the poultry recombinant viral 
vector vaccines which may cause an effect on the economic benefits of those vaccines; paper 
presented at the XVII World Veterinary Poultry Association (WVPA) Congress in Cancún, Mexico, 
August 14-18, 2011; Slacum G, Hein R. and Lynch P., 2009, The compatibility of HVT recombinants 40 

with other Marek's disease vaccines, 58th Western Poultry Disease Conference, Sacramento, CA, 
USA, March 23-25, p 84). 

Комбінація з HVT і SB-1, вакцинного штаму герпесвіруса-3 курячих (MDV серотипу 2 або 
MDV-2), проявляла синергічний ефект на захист від MD (Witter and Lee, 1984, Avian Pathology 
13, 75-92). Для розв'язання проблеми інтерференції становить інтерес оцінка вірусу HVT як 45 

вакцинного вектора для експресії одного або декількох захисних антигенів від різних пташиних 
патогенів. 

Геном SB-1 був клонований і охарактеризований у бактеріальній штучній хромосомі (BAC) 
(Petherbridge et al., J. Virol. Methods 158, 11-17, 2009; Singh et al., Research in Veterinary Science 
89, 140-145, 2010). Недавно була отримана й проаналізована послідовність SB-1 MDV2 (Spatz 50 

and Schat, Virus Gene 42, 331-338, 2011). У роботі Petherbridge et al. описана делеція 
глікопротеїну E у вірусу SB-1 (J. Virol. Methods 158, 11-17, 2009). Однак не було повідомлень про 
дослідження з використанням як вірусного вектора SB-1, який експресує чужорідні захисні гени. 

Враховуючи потенційний вплив таких патогенів тварин, як NDV і IBDV, на ветеринарну 
охорону здоров'я й економіку, необхідні ефективні методи запобігання інфекції й захисту 55 

тварин. Існує потреба в розв'язанні проблеми ефективних комбінованих векторних вакцин і 
придатного способу одержання вакцин, яке могло б послабити інтерференцію, що 
спостерігається між вакцинами із двома векторами на основі HVT. 

Сутність винаходу 
Даний винахід проявляв несподіваний результат, коли полівалентні композиції або вакцини, 60 
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що містять одинарні або подвійні вектори HVT, виявилися ефективними при захисті тварин від 
різних патогенів птахів без інтерференції. Несподівані результати спостерігалися й при різних 
комбінаціях промоторів, оптимізованих за кодонами генів, хвостів полі-A і сайтів вставки, які 
надавали різні рівні ефективності й стабільності при експресії одного або декількох 
гетерологічних генів in vivo. 5 

Даний винахід стосується рекомбінантних векторів HVT, що містять один або декілька 
гетерологічних полінуклеотидів, які кодують і експресують щонайменше один антиген 
пташиного патогена. 

Даним винаходом передбачені композиції або вакцини, які містять один або декілька 
рекомбінантних векторів HVT, які містять один або декілька гетерологічних полінуклеотидів, які 10 

кодують і експресують щонайменше один антиген пташиного патогена. 
Даним винаходом передбачені полівалентні композиції або вакцини, що містять один або 

декілька рекомбінантних векторів HVT, що містять гетерологічні полінуклеотиди, які кодують і 
експресують щонайменше один антиген пташиного патогена, і один або декілька 
рекомбінантних векторів SB1, що містять гетерологічні полінуклеотиди, які кодують і 15 

експресують щонайменше один антиген пташиного патогена. 
Даний винахід стосується способу вакцинації тварин або викликання імуногенної або 

захисної відповіді у тварин, який передбачає щонайменше одне введення композиції або 
вектора даного винаходу. 

Короткий опис фігур 20 

Нижченаведений докладний опис, який приводиться як приклад і не призначений для 
обмеження винаходу описаними конкретними втіленнями, стане зрозумілим у комбінації із 
прикладеними фігурами, включеними сюди у вигляді посилання. 

На Фіг. 1 представлена таблиця, у якій наведені SEQ ID Nos привласнені кожної з 
послідовностей ДНК і білків. 25 

На Фіг. 2 представлена структура генома HVT і його сайти інсерції. 
На Фіг. 3 представлена карта плазміди pНМ103. 
На Фіг. 4 представлені результати аналізу vHVT114 методом ПЛР. 
На Фіг. 5 представлені результати аналізу методом подвійної імунофлуоресценції. 
На Фіг. 6 представлені результати Саузерн-Блота vHVT114. 30 

На Фіг. 7 представлені результати аналізу vHVT114 методом імунопреципітації й Вестерн-
Блота. 

На Фіг. 8 представлений аналіз методом Вестерн-Блота підданого імунопреципітації зразка з 
інфікованих vHVT306 клітин. 

На Фіг. 9 представлений аналіз методом Вестерн-Блота підданого імунопреципітації зразка з 35 

інфікованих vSB1-009 клітин. 
На Фіг. 10 представлені результати дослідження vHVT304 і vHVT114 проти зараження NDV 

ZJ1 і CA02. 
На Фіг. 11 представлені результати виділення вірусу після зараження NDV CA02 і ZJ1. 
На Фіг. 12 представлені результати виділення вірусу після зараження NDV Chimalhuacan. 40 

На Фіг. 13 представлене вирівнювання послідовностей і ступінь їх ідентичності. 
На Фіг. 14 представлені послідовності ДНК і білків. 
Розкриття сутності винаходу 
Слід зазначити, що в даному описі й особливо у формулі винаходу такі терміни, як "містить", 

"який складається", "утримує" тощо, можуть мати значення, яке надається їм у патентному 45 

законодавстві США, тобто вони можуть означати "включає", "який включає", "включаючи" тощо; 
а такі терміни, як "який в основному складається з" і "складається в основному з" мають 
значення, яке надається їм у патентному законодавстві США, тобто вони допускають елементи, 
не наведені в явному виді, але виключають елементи, які зустрічаються на попередньому рівні 
техніки або стосуються основних або нових характеристик винаходу. 50 

Якщо не зазначене інакше, технічні терміни застосовуються відповідно до звичайної 
практики. Визначення розповсюджених у молекулярній біології термінів наведені в Benjamin 
Lewin, Genes V, published by Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. 
(eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-
632-02182-9); and Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive 55 

Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8). 
Терміни в однині включають значення множини, якщо з контексту явно не випливає інше. 

Аналогічним чином слово "або" також охоплює "і", якщо з контексту не випливає чітко інше. 
Слово "або" позначає будь-яких членів певного списку, а також включає будь-які комбінації 
членів цього списку. 60 
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Термін "тварина" у даному винаході включає всіх ссавців, птахів і риб. При цьому тварина 
може бути обраною із групи, яка складається з коневих (наприклад, кінь), собачих (наприклад, 
собаки, вовки, лиси, койоти, шакали), котячих (наприклад, леви, тигри, домашні кішки, дикі 
кішки, інші великі кішки й інші котячі, у тому числі гепарди й рисі), бикових (наприклад, велика 
рогата худоба, бізони), свиней (наприклад, свині), овечих (наприклад, вівці, кози, лами), птахів 5 

(наприклад, кури, качки, гуси, індички, перепели, фазани, папуги, зяблики, яструби, ворони, 
страуси, ему й казуари), приматів (наприклад, напівмавпи, довгоп'яти, мавпи, гібони, 
людиноподібні мавпи), людини й риб. Термін "тварина" також включає індивідуальних тварин на 
всіх стадіях розвитку, включаючи стадію ембріона й плода. 

Терміни "поліпептид" і "білок" застосовуються тут як взаємозамінні для позначення полімеру 10 

з послідовних амінокислотних залишків. 
Терміни "нуклеїнова кислота", "нуклеотид" і "полінуклеотид" застосовуються як 

взаємозамінні й позначають РНК, ДНК, кДНК або кРНК та їх похідні типу тих, що містять 
модифіковані скелети. Слід мати на увазі, що винаходом передбачені полінуклеотиди, що 
містять послідовності, комплементарні тим, що описані тут. "Полінуклеотид", передбачений у 15 

даному винаході, включає як пряму нитку (від 5′ до 3′), так і зворотну комплементарну нитку (від 
3′ до 5′). Полінуклеотиди запропоновані винаходом можуть бути отримані різними способами 
(наприклад, шляхом хімічного синтезу, клонування гена тощо) і можуть набувати різних форм 
(наприклад, лінійної або розгалуженої, одноланцюгової або дволанцюгової або їх гібриди, 
праймери, зонди й ін.). 20 

Терміни "геномна ДНК" або "геном" використовуються як взаємозамінні й відносяться до 
наслідуваної генетичної інформації організму-хазяїна. Геномна ДНК включає ДНК із ядра (яка 
також називається хромосомною ДНК), а також ДНК із плазмід (наприклад, хлоропластів) та 
інших клітинних органел (наприклад, мітохондрій). Геномна ДНК або геном у даному винаході 
також відносяться до РНК вірусів. РНК може бути позитивною ниткою або негативною ниткою 25 

РНК. Термін "геномна ДНК" у даному винаході включає геномну ДНК, що містить послідовності, 
комплементарні щодо тих, що описані тут. Термін "геномна ДНК" також відноситься до 
матричної РНК (мРНК), комплементарної ДНК (кДНК) і комплементарної РНК (кРНК). 

Термін "ген" застосовується в широкому сенсі для позначення будь-яких сегментів 
полінуклеотидів, пов'язаних з біологічною функцією. Так, гени або полінуклеотиди включають 30 

нітрони й екзони, як у геномній послідовності, або послідовності, яка тільки кодує, як у кДНК, 
типу відкритої рамки зчитування (ORF), починаючи зі стартового кодону (кодону метіоніну) і 
закінчуючи сигналом термінації (стоп-кодоном). Гени й полінуклеотиди також можуть включати 
ділянки, що регулюють їхню експресію, як то ініціацію транскрипції, трансляцію й термінацію 
транскрипції. Так, до них також відносяться промотори й ділянки зв'язування рибосом (загалом, 35 

ці регуляторні елементи розташовуються приблизно на 60-250 нуклеотидів вище від стартового 
кодону кодуючої послідовності, або гена; Doree SM et al.; Pandher K et al.; Chung J Y et al.), 
термінатори транскрипції (загалом, термінатор розташовується приблизно на 50 нуклеотидів 
нижче від стоп-кодону кодуючої послідовності, або гена; Ward C K et al.). Ген або полінуклеотид 
також відноситься до таких фрагментів нуклеїнової кислоти, які експресують мРНК або 40 

функціональну РНК, або кодують певний білок, а також містять регуляторні послідовності. 
Термін "гетерологічна ДНК" у даному винаході означає ДНК, яка походить з іншого 

організму, як то із іншого типу клітин або іншого виду, ніж реципієнт. Цей термін також 
відноситься до ДНК або її фрагментів у геномі того самого організму, але при цьому 
гетерологічна ДНК вбудована в ділянку генома, яка відрізняється від вихідного положення. 45 

У даному винаході термін "антиген" або "імуноген" означає речовину, яка викликає 
специфічну імунну відповідь у тварини-хазяїна. Антиген може включати цілий організм, убитий, 
ослаблений або живий; субодиницю або частину організму; рекомбінантний вектор, що містить 
вставку з імуногенними властивостями; шматок або фрагмент ДНК, здатний викликати імунну 
відповідь при презентуванні тварині-хазяїнові; поліпептид, епітоп, гаптен або будь-які їхні 50 

комбінації. З іншого боку, імуноген або антиген може включати токсин або антитоксин. 
Термін "імуногенний білок або пептид" у даному винаході включає поліпептиди, які є 

імунологічно активними в тому розумінні, що при введенні в організм вони здатні викликати 
імунну відповідь гуморального й/або клітинного типу, спрямовану проти білка. Переважно 
фрагмент білка повинен мати практично таку ж імунологічну активність, що й цілий білок. Таким 55 

чином, фрагмент білка запропонованого винаходом містить або складається в основному або 
складається із щонайменше одного епітопа або антигенної детермінанти. "Імуногенний" білок 
або поліпептид у даному винаході включає повну послідовність білка, його аналоги або 
імуногенні фрагменти. Під "імуногенним фрагментом" розуміють такий фрагмент білка, який 
включає один або декілька епітопів і тим самим викликає імунну відповідь, як описано вище. 60 
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Такі фрагменти можуть бути ідентифіковані будь-якими методами картування епітопів, добре 
відомими в даній галузі. Наприклад, лінійні епітопи можна визначити, наприклад, шляхом 
одночасного синтезу великої кількості пептидів на твердій основі, причому пептиди відповідають 
частинам молекули білка, і пептидам, проведення реакції пептидів з антитілами в той час, коли 
пептиди усе ще прикріплені до основи. Точно так само легко ідентифікуються конформаційні 5 

епітопи шляхом визначення просторової конформації амінокислот, наприклад, за допомогою 
рентгенівської кристалографії й 2-мірного ядерного магнітного резонансу. 

Термін "імуногенний білок або пептид" також охоплює делеції, вставки й заміни в 
послідовності за умови, що поліпептид буде функціонувати при виробленні імунної відповіді, як 
визначено тут. Термін "консервативна заміна" означає таку заміну амінокислотного залишку 10 

іншим біологічно подібним залишком або заміну нуклеотиду в послідовності нуклеїнової 
кислоти, при якій кодований амінокислотний залишок не змінюється або представлений іншим 
біологічно подібним залишком. Щодо цього особливо кращими замінами є консервативні по 
природі, тобто це такі заміни, які відбуваються в межах однієї родини амінокислот. Наприклад, 
амінокислоти звичайно підрозділяють на 4 родини: (1) кислі - аспартат і глутамат; (2) основні - 15 

лізин, аргінін, гістидин; (3) неполярні - аланін, валін, лейцин, ізолейцин, пролін, фенілаланін, 
метіонін, триптофан; і (4) незаряджені полярні - гліцин, аспарагін, глутамін, цистеїн, серин, 
треонін, тирозин. Фенілаланін, триптофан і тирозин іноді зараховують до ароматичних 
амінокислот. Приклади консервативних замін включають заміну одного гідрофобного залишку 
типу ізолейцину, валіну, лейцину або метіоніну на інший гідрофобний залишок або заміну 20 

одного полярного залишку на інший полярний залишок типу заміни аргініну на лізин, 
глутамінової кислоти на аспарагінову кислоту або глутаміну на аспарагін тощо, або аналогічну 
консервативну заміну однієї амінокислоти на близьку за структурою амінокислоту, яка не буде 
мати великого впливу на біологічну активність. Таким чином, білки, які мають практично таку ж 
амінокислотну послідовність, що й контрольна молекула, але з невеликими амінокислотними 25 

замінами, що практично не впливають на імуногенність білка, попадають під визначення 
контрольного поліпептиду. Сюди ж входять усі поліпептиди, отримані при таких модифікаціях. 
Термін "консервативна заміна" також включає використання заміщеної амінокислоти замість 
незаміщеної вихідної амінокислоти за умови, що антитіла до заміщеного поліпептиду теж дають 
імунну реакцію з незаміщеним поліпептидом. 30 

Терміном "епітоп" позначається той сайт на антигені або гаптені, на який реагують 
специфічні B-клітини й/або T-клітини. Термін також застосовується як взаємозалежний з 
"антигенною детермінантою" або "ділянкою антигенної детермінанти". Антитіла, що розпізнають 
той самий епітоп, можна ідентифікувати методом простого імуноаналізу щодо здатності одного 
антитіла блокувати зв'язування іншого антитіла з антигеном мішені. 35 

"Імунологічна відповідь" на композицію або вакцину означає виникнення в хазяїна клітинної 
й/або антитіло-опосередкованої імунної відповіді на дану композицію або вакцину. Звичайно 
"імунологічна відповідь" включає, без обмеження, один або декілька з наступних ефектів: 
вироблення антитіл, B-клітин, хелперних T-клітин і/або цитотоксичних T-клітин, спрямованих 
специфічно на антиген або антигени, що входять до складу даної композиції або вакцини. 40 

Переважно в хазяїна буде проявлятися така терапевтична або захисна імунологічна відповідь, 
що в нього посилиться стійкість до нової інфекції й/або зменшиться клінічна тяжкість 
захворювання. Такий захист буде проявлятися ослабленням або відсутністю симптомів, які в 
нормі відзначаються в інфікованого організму, прискоренням видужанням й/або зниженням 
титру вірусу в інфікованого організму. 45 

Терміни "рекомбінантний" і "генетично модифікований" застосовуються як взаємозамінні й 
відносяться до будь-яких модифікацій, змін або перебудов полінуклеотидів або білків у їхній 
природній формі або структурі або ж до будь-яких модифікацій, змін або перебудов 
полінуклеотидів або білків у їхньому природному оточенні. Модифікації, зміни або перебудови 
полінуклеотидів або білків можуть включати, без обмеження, делецію одного або декількох 50 

нуклеотидів або амінокислот, делецію цілого гена, оптимізацію гена за кодонами, консервативну 
заміну амінокислот, вставку одного або декількох гетерологічних полінуклеотидів. 

Терміни "подвійна конструкція HVT" або "подвійний вектор HVT" відносяться до вірусних 
векторів HVT, що містять два гетерологічних полінуклеотиду. 

Терміни "полівалентна вакцина або композиція", "комбінована вакцина або композиція" і 55 

"мультивалентна вакцина або композиція" застосовуються як взаємозамінні для позначення 
композицій або вакцин, що містять більше однієї композиції або вакцини. Полівалентна вакцина 
або композиція може містити дві, три, чотири або більше композицій або вакцин. Полівалентна 
вакцина або композиція може містити рекомбінантні вірусні вектори, активні або ослаблені або 
убиті віруси дикого типу або суміші з рекомбінантних вірусних векторів і вірусів дикого типу в 60 
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активному, ослабленому або убитому вигляді. 
В одному втіленні винаходу передбачений рекомбінантний вірусний вектор HVT, який 

містить один або декілька гетерологічних полінуклеотидів, що кодують і експресують 
щонайменше один антиген або поліпептид патогена птахів. Штами HVT, які використовуються 
для рекомбінантного вірусного вектора, можуть бути будь-якими штамами HVT, включаючи, без 5 

обмеження, штам FC126 HVT (Igarashi T. et al., J. Gen. Virol. 70, 1789-1804, 1989). 
В іншому втіленні винаходу передбачений рекомбінантний вірусний вектор SB-1, який 

містить один або декілька гетерологічних полінуклеотидів, що кодують і експресують 
щонайменше один антиген або поліпептид патогена птахів. Штами SB-1 можуть бути будь-
якими штамами SB-1, включаючи, без обмеження, штам SB-1 з комерційної вакцини проти 10 

хвороби Марека (вакцини SB-1) (Merial Select Inc., Gainesville, GA 30503, USA), послідовність 
генома якого перебуває в Genbank під номером доступу HQ840738.1. 

Гени, які кодують антиген або поліпептид, можуть бути генами, які кодують білок злиття (F) 
вірусу хвороби Ньюкасл (NDV-F), нейрамінідазу гемаглютиніну вірусу хвороби Ньюкасл (NDV-
HN), глікопротеїн C вірусу хвороби Марека (gC), глікопротеїн B вірусу хвороби Марека (gB), 15 

глікопротеїн E вірусу хвороби Марека (gE), глікопротеїн I вірусу хвороби Марека I (gI), 
глікопротеїн H вірусу хвороби Марека (gH) або глікопротеїн L вірусу хвороби Марека (gL), VP2 
вірусу інфекційного бурситу (IBDV), VPX IBDV, VP3 IBDV, VP4 IBDV, глікопротеїн B ILTV, 
глікопротеїн I ILTV, UL32 ILTV, глікопротеїн D ILTV, глікопротеїн E ILTV, глікопротеїн C ILTV, 
гемаглютинін вірусу грипу (HA), нейрамінідазу вірусу грипу (NA), захисні гени з Mycoplasma 20 

gallisepticum (MG) або Mycoplasma synoviae (MS) або їх комбінації. Антиген або поліпептид може 
бути представлений будь-яким антигеном з поміж патогенів птахів, обраного із групи, яка 
складається з вірусу пташиного енцефаломієліту, пташиного реовірусу, пташиного 
парамиксовірусу, пташиного метапневмовірусу, вірусу пташиного грипу, пташиного аденовірусу, 
пташиного поксвірусу, пташиного коронавірусу, пташиного ротавірусу, вірусу анемії курей, 25 

пташиного астровірусу, пташиного парвовірусу, збудників кокцидіозу (Eimeria sp.), 
Campylobacter sp., Salmonella sp., Pasteurella sp., Avibacterium sp., Mycoplasma gallisepticum, 
Mycoplasma synoviae, Clostridium sp. і E. coli. 

Крім того, до обсягу даного винаходу входять гомологи вищенаведених антигенів або 
полінуклеотидів. У даному винаході термін "гомологи" включає ортологи, аналоги й паралоги. 30 

Термін "аналоги" відноситься до таких двох полінуклеотидів або поліпептидів, які мають 
однакові або близькі функції, але еволюціонували окремо в неспоріднених організмів. Термін 
"ортологи" відноситься до таких двох полінуклеотидів або поліпептидів з різних видів, які 
походять із спільного предкового гена в процесі видоутворення. У нормі ортологи кодують 
поліпептиди, що мають однакові або близькі функції. Термін "паралоги" відноситься до таких 35 

двох полінуклеотидів або поліпептидів, які утворювалися шляхом дуплікації в межах одного 
генома. Паралоги звичайно мають різні функції, але ці функції можуть бути близькими. Аналоги, 
ортологи й паралоги поліпептиду дикого типу можуть відрізнятися від поліпептиду дикого типу 
посттрансляційними модифікаціями, відмінностями амінокислотної послідовності або тим й 
іншим. Зокрема, гомологи відповідно до даного винаходу звичайно проявляють ідентичність 40 

послідовності щонайменше на 80-85 %, 85-90 %, 90-95 % або на 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 
по всій або по частині послідовності полінуклеотидів або поліпептидів описаних вище антигенів і 
повинні проявляти близькі функції. 

В одному втіленні даного винаходу передбачений рекомбінантний вірусний вектор HVT або 
SB-1, який містить один або декілька гетерологічних полінуклеотидів, що кодують і експресують 45 

антиген або поліпептид NDV-F. В одному аспекті цього втілення антиген або поліпептид NDV-F 
за послідовністю щонайменше на 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 
99 % ідентичний до поліпептиду, що має послідовність, наведену в SEQ ID NO:2, 4, 6, 33, 35 або 
37, або консервативного варіанту, алельного варіанту, гомологу або імуногенного фрагменту, 
який містить щонайменше 8 або щонайменше 10 послідовних амінокислот одного із цих 50 

поліпептидів, або комбінації цих поліпептидів. В іншому аспекті цього втілення гетерологічний 
полінуклеотид кодує антиген або поліпептид NDV-F, який за послідовністю щонайменше на 
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентичний до поліпептиду, що 
має послідовність, наведену в SEQ ID NO:2, 4, 6, 33, 35 або 37. У ще одному аспекті цього 
втілення гетерологічний полінуклеотид за послідовністю щонайменше на 70 %, 75 %, 80 %, 55 

85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентичний до полінуклеотиду, що має 
послідовність, наведену в SEQ ID NO:1, 3, 5, 32, 34 або 36. 

Варіанти містять у собі алельні варіанти. Термін "алельний варіант" відноситься до 
полінуклеотидів або поліпептидів, що містять поліморфізми, які приводять до зміни 
амінокислотної послідовності білка і які існують у природній популяції (наприклад, у виду або 60 
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різновиду вірусу). Такі природні алельні варіанти звичайно становлять 1-5 % мінливості 
полінуклеотиду або поліпептиду. Алельні варіанти можна ідентифікувати шляхом секвенування 
даної послідовності нуклеїнової кислоти в цілого ряду різних видів, що легко здійснюється за 
допомогою гібридизаційних зондів для ідентифікації генетичного локусу того самого гена в цих 
видів. Усілякі такі варіації нуклеїнової кислоти й виникаючі при цьому амінокислотні 5 

поліморфізми й варіанти, які є результатом природної алельної мінливості й не змінюють 
функціональну активність даного гена, входять до обсягу даного винаходу. 

Термін "ідентичність" відносно послідовностей може означати, наприклад, число положень із 
однаковими нуклеотидами або амінокислотами, розділене на загальне число нуклеотидів або 
амінокислот у більш короткій із двох послідовностей, при цьому вирівнювання двох 10 

послідовностей може бути визначене за алгоритмом Уілбура й Ліпмана (Wilbur and Lipman). 
Ідентичність або подібність за послідовністю у двох амінокислотних послідовностей або 
ідентичність між двома нуклеотидними послідовностями можна визначити за допомогою пакета 
програм Vector NTI (Invitrogen, 1600 Faraday Ave., Carlsbad, CA). Коли послідовності РНК 
уважаються подібними або мають деякий ступінь ідентичності або гомологічності за 15 

послідовністю з послідовностями ДНК, то тимідин (T) у послідовності ДНК приймають рівним 
урацилу (U) у послідовності РНК. Таким чином, до обсягу даного винаходу також входять 
послідовності РНК, які можуть бути визначені, виходячи з послідовності молекули ДНК, де 
тимідин (T) у послідовності ДНК приймають рівним урацилу (U) у послідовності РНК. 

Полінуклеотиди запропоновані винаходом включають послідовності, які є виродженими 20 

внаслідок виродженості генетичного коду, наприклад, оптимізовані за вживанням кодонів для 
певного організму. При цьому "оптимізовані" це такі полінуклеотиди, які зазнали генетичної 
інженерії для посилення експресії в даного виду. Для одержання оптимізованих 
полінуклеотидів, які кодують поліпептиди NDV-F, можна модифікувати послідовність ДНК у гена 
білка NDV-F так, щоб вона 1) містила кодони, які є кращими в генів з дуже високим рівнем 25 

експресії в даного виду; 2) мала практично такий ж вміст A+T або G+C у нуклеотидному складі, 
який зустрічається в даного виду; 3) мала послідовність ініціації даного виду; або 4) були усунуті 
послідовності, що викликають дестабілізацію, неправильне поліаденілювання, деградацію й 
термінацію РНК, або ті, які утворюють шпильки у вторинній структурі або сайти сплайсингу РНК. 
Посилення експресії білка NDV-F у даного виду досягається за допомогою оптимізації 30 

послідовності з урахуванням частоти використання кодонів в еукаріот і прокаріот або в даного 
виду. Термін "частота використання кращих кодонів" відноситься до тієї переваги, яку 
проявляють клітини певного організму при вживанні нуклеотидних кодонів для кодування певної 
амінокислоти. Існує 20 природних амінокислот, більшість яких кодується більш ніж одним 
кодоном. Тому до винаходу включені всі вироджені нуклеотидні послідовності, якщо тільки 35 

амінокислотна послідовність білка NDV-F, кодованого даною нуклеотидною послідовністю, не 
буде мати функціональних змін. 

Успішна експресія гетерологічних полінуклеотидів рекомбінантним/модифікованим 
інфекційним вірусом вимагає двох умов. По-перше, гетерологічні полінуклеотиди повинні бути 
вставлені або вбудовані в якусь ділянку генома вірусу таким чином, щоб модифікований вірус 40 

залишався життєздатним. Друга умова для експресії вбудованих гетерологічних 
полінуклеотидів полягає в наявності регуляторних послідовностей, що забезпечують експресію 
гена у вірусному генетичному оточенні (наприклад: промотор, енхансер, донорний і 
акцепторний сайти сплайсингу й інтрон, консенсусна послідовність ініціації трансляції Козака, 
сигнали поліаденілювання, нетрансльовані елементи послідовності). 45 

Місцем інсерції може бути будь-яка несуттєва ділянка генома HVT, включаючи, без 
обмеження, ділянка між ATG з ORF UL55 і сполука UL із сусідньою ділянкою повтору (US 
5,980,906), локус IG1, локус IG2, локус IG3, локус UL43, локус US10, локус SORF3/US2 (див. Фіг. 
2). 

Загалом, доцільно використовувати сильний промотор, що функціонує в еукаріотичних 50 

клітинах. Промотори включають, без обмеження, обов'язково ранній промотор 
цитомегаловірусу (CMV), промотор CMV морської свинки, промотор SV40, промотори вірусу 
псевдосказу типу промотору глікопротеїну X, промотори вірусу Herpes simplex-1 типу промотору 
альфа-4, промотори вірусів хвороби Марека (включаючи MDV-1, MDV-2 і HVT) типу керуючих 
експресією глікопротеїнів gC, gB, gE або gI, промотори вірусу інфекційного ларинготрахеїту типу 55 

промоторів генів глікопротеїнів gB, gE, gI, gD або промотори інших герпесвірусів. 
В одному втіленні винаходу передбачений рекомбінантний вектор HVT, що містить 

гетерологічний полінуклеотид, який кодує і експресує антиген або поліпептид NDV-F. В одному 
аспекті цього втілення полінуклеотид, який кодує поліпептид NDV-F, функціонально пов'язаний 
із промотором SV40, послідовність якого наведена в SEQ ID NO:9, тому експресія антигену або 60 
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поліпептиду NDV-F регулюється промотором SV40. В іншому аспекті цього втілення експресія 
антигену або поліпептиду NDV-F регулюється сигналом полі-A SV40, послідовність якого 
наведена в SEQ ID NO:11. У ще одному аспекті цього втілення полінуклеотид, який кодує 
поліпептид NDV-F, функціонально пов'язаний із промотором gB MDV, послідовність якого 
наведена в SEQ ID NO:38, тому експресія антигену або поліпептиду NDV-F регулюється 5 

промотором gB MDV. 
В іншому втіленні винаходу передбачений рекомбінантний подвійний вектор HVT, що 

містить перший гетерологічний полінуклеотид, що кодує та який експресує антиген або 
поліпептид NDV-F, і другий полінуклеотид, який кодує та який експресує антиген або поліпептид 
VP2 IBDV. В одному аспекті цього втілення послідовність антигену або поліпептиду NDV-F 10 

щонайменше на 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентична до 
послідовності поліпептиду, наведеної в SEQ ID NO:2, 4, 6, 33, 35 або 37. В іншому аспекті цього 
втілення послідовність антигену або поліпептиду VP2 IBDV щонайменше на 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентична до послідовності поліпептиду, яка 
наведена в SEQ ID NO:8 або 42. В іншому аспекті полінуклеотид, який кодує поліпептид NDV-F, 15 

функціонально пов'язаний із промотором SV40, послідовність якого наведена в SEQ ID NO:9, і 
експресія антигену або поліпептиду NDV-F регулюється промотором SV40. У ще одному аспекті 
експресія антигену або поліпептиду NDV-F регулюється сигналом полі-A SV40, послідовність 
якого наведена в SEQ ID NO:11, або синтетичним сигналом полі-A, послідовність якого 
наведена в SEQ ID NO:12. В іншому аспекті експресія антигену або поліпептиду VP2 IBDV 20 

регулюється промотором CMV-IE, послідовність якого наведена в SEQ ID NO:10, і сигналом 
полі-A SV40, послідовність якого наведена в SEQ ID NO:11. 

У наступному втіленні винаходу передбачений рекомбінантний подвійний вектор HVT, який 
містить два полінуклеотиду, які кодують та експресують антигени або поліпептиди VP2 IBDV. В 
одному аспекті цього втілення послідовність антигену або поліпептиду VP2 IBDV щонайменше 25 

на 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % або 99 % ідентична до послідовності 
поліпептиду, наведеної в SEQ ID NO:8 або 42. В одному аспекті полінуклеотид, який кодує 
перший антиген або поліпептид VP2 IBDV, функціонально пов'язаний із промотором CMV-IE, 
послідовність якого наведена в SEQ ID NO:10, а полінуклеотид, який кодує другий антиген або 
поліпептид VP2 IBDV, функціонально пов'язаний із промотором CMV морської свинки, 30 

послідовність якого наведена в SEQ ID NO:43. В іншому аспекті експресія першого антигену або 
поліпептиду VP2 IBDV регулюється промотором CMV-IE, послідовність якого наведена в SEQ ID 
NO:10, і сигналом полі-A SV40, послідовність якого наведена в SEQ ID NO:11, а експресія 
другого антигену або поліпептиду VP2 IBDV регулюється промотором CMV морської свинки, 
послідовність якого наведена в SEQ ID NO:43, і синтетичним сигналом полі-A, послідовність 35 

якого наведена в SEQ ID NO:12. У наступному аспекті цього втілення полінуклеотиди, які 
кодують антиген або поліпептид VP2 IBDV, можуть бути вставлені в одну або кілька ділянок 
локусу, обраних із групи, яка складається з IG1, IG2, US10, SORF3-US2 і gD у геномі HVT. В 
одному втіленні даний винахід стосується фармацевтичної композиції або вакцини, що містить 
один або декілька рекомбінантних вірусних векторів HVT або SB-1 даного винаходу й 40 

фармацевтично або ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або ад'ювант. 
В іншому втіленні даного винаходу передбачена композиція або вакцина, що включає 

вірусний вектор HVT, який містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, промотор SV40 і 
необов'язково фармацевтично або ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або 
ад'ювант. В іншому втіленні даного винаходу передбачена фармацевтична композиція або 45 

вакцина, що включає перший вектор HVT, що містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, 
другий вектор HVT, що містить полінуклеотид, який кодує антиген VP2 IBDV, і необов'язково 
фармацевтично або ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або ад'ювант. В 
іншому втіленні даного винаходу передбачена фармацевтична композиція або вакцина, яка 
включає вектор HVT, що містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, вектор SB-1, що 50 

містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, і необов'язково фармацевтично або 
ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або ад'ювант. Фармацевтична 
композиція або вакцина даного винаходу може містити перший вектор HVT, що містить 
полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, другий вектор HVT, що містить полінуклеотид, який 
кодує антиген VP2 IBDV, вектор SB-1, що містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, і 55 

необов'язково фармацевтично або ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або 
ад'ювант. 

У наступному втіленні даного винаходу передбачена композиція або вакцина, що включає 
подвійний вірусний вектор HVT, що містить: i) перший гетерологічний полінуклеотид, який кодує 
та який експресує антиген або поліпептид NDV-F; ii) другий полінуклеотид, який кодує та який 60 
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експресує антиген або поліпептид VP2 IBDV; і iii) необов'язково фармацевтично або 
ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або ад'ювант. В іншому втіленні даного 
винаходу передбачена композиція або вакцина, що включає подвійний вірусний вектор HVT, що 
містить два полінуклеотиду, які кодують і експресують антигени або поліпептиди VP2 IBDV, і 
необов'язково фармацевтично або ветеринарно-прийнятний носій, наповнювач, розчинник або 5 

ад'ювант. У наступному втіленні композиція, що містить подвійний вірусний вектор HVT, 
додатково містить вектор HVT, що містить полінуклеотид, який кодує антиген VP2 IBDV, або 
вектор SB-1, що містить полінуклеотид, який кодує антиген NDV-F, або їх комбінацію. 
Фармацевтично або ветеринарно-прийнятні носії або ад'юванти або розчинники або 
наповнювачі добре відомі фахівцям у даній галузі. Наприклад, фармацевтично або 10 

ветеринарно-прийнятним носієм або ад'ювантом або розчинником або наповнювачем може 
бути розріджувач для вакцини від хвороби Марека, який використовується для вакцин MD. Інші 
фармацевтично або ветеринарно-прийнятні носії або ад'юванти або розчинники або 
наповнювачі, які можуть використовуватися в способах запропонованих винаходом, включають, 
без обмеження, 0,9 % розчин NaCl (наприклад, фізрозчин) або фосфатний буфер, полі-(L-15 

глутамат) або полівінілпіролідон. Фармацевтично або ветеринарно-прийнятним носієм або 
розчинником або наповнювачем може бути будь-яка сполука або комбінація сполук, що 
сприяють уведенню вектора (або білка, експресованого з вектора запропонованого винаходом 
in vitro) або сприятливих транфекції або інфікуванню й/або які поліпшують збереження вектора 
(або білка). Дози й об'єми доз обговорюються тут у загальному описі, а також можуть бути 20 

визначені фахівцями з даного опису в комбінації з знаннями в даній галузі, без зайвого 
експериментування. 

Необов'язково як фармацевтично або ветеринарно-прийнятні носії або ад'юванти або 
розчинники або наповнювачі можуть додаватися й інші сполуки, включаючи, без обмеження, 
квасці; олігонуклеотиди CpG (ODN), зокрема ODN 2006, 2007, 2059 або 2135 (Pontarollo R.A. et 25 

al., Vet. Immunol. Immunopath. 2002, 84: 43-59; Wernette C.M. et al., Vet. Immunol. Immunopath. 
2002, 84: 223-236; Mutwiri G. et al., Vet. Immunol. Immunopath. 2003, 91: 89-103); поліa-поліо, 
диметилдиоктадециламонію бромід (DDA) ("Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach", 
edited by Michael F. Powell and Mark J. Newman, Pharmaceutical Biotechnology, 6: p.03, p.157); 
N,N-Диоктадецил-N',N'-Біс (2-гідроксиетил)пропандиамін (типу Avridine®) (ibid, p. 148); 30 

карбомер, хитозан (наприклад, див. US Patent Serial No. 5,980,912). 
Фармацевтичні композиції й вакцини запропоновані винаходом можуть містити або полягати 

в основному з одного або декількох ад'ювантів. Підходящими ад'ювантами в застосуванні до 
даного винаходу є (1) полімери акрилової або метакрилової кислоти, малеїнового ангідриду й 
полімери похідних алкенілів, (2) імуностимулюючі послідовності (ISS) типу послідовностей 35 

олігодезоксирибонуклеотидів, що містять одне або декілька неметильованих ланок CpG 
(Klinman et al., 1996; WO98/16247), (3) емульсії типу олія-в-воді типу емульсії SPT, описаної на 
стор. 147 в "Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach" published by M. Powell, M. 
Newman, Plenum Press 1995, і емульсії MF59, описаної на стор. 183 тієї ж роботи, (4) катіонні 
ліпіди, що містять четвертинні солі амонію, наприклад, DDA, (5) цитокіни, (6) гідроксид алюмінію 40 

або фосфат алюмінію, (7) сапонін або (8) інші ад'юванти, наведені в будь-якому документі, 
цитованому й включеному шляхом посилання до даної заявки, або (9) будь-які їх комбінації або 
суміші. 

Інший аспект винаходу стосується способу індукування імунологічної відповіді у тварин 
проти одного або декількох антигенів або захисної відповіді у тварин проти одного або декількох 45 

патогенів птахів, який включає щеплення тварини щонайменше один раз вакциною або 
фармацевтичною композицією даного винаходу. Наступний аспект винаходу стосується способу 
індукування імунологічної відповіді у тварин на один або кілька антигенів або захисної відповіді 
у тварин проти одного або декількох патогенів птахів за схемою прайм-буст, яка включає 
щонайменше одне прайм уведення й щонайменше одне буст уведення з використанням 50 

щонайменше одного загального поліпептиду антигену, епітопа або імуногена. Імунологічна 
композиція або вакцина, яка використовується при прайм-вакцинації, може бути тієї ж або іншої 
природи, ніж та, що використовується при буст-вакцинації. 

Патогенами птахів можуть бути вірус хвороби Ньюкасл (NDV), вірус інфекційного бурситу 
(IBDV, він же вірус хвороби Gumboro), вірус хвороби Марека (MDV), вірус інфекційного 55 

ларинготрахеїту (ILTV), вірус пташиного енцефаломієліту, пташині реовіруси, пташині 
параміксовіруси, пташині метапневмовіруси, вірус пташиного грипу, пташині аденовіруси, 
пташині поксвіруси, пташині коронавіруси, пташині ротавіруси, пташині парвовіруси, пташині 
астровіруси, вірус анемії курей, збудники кокцидіозу (Eimeria sp.), Campylobacter sp., Salmonella 
sp., Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella sp., Avibacterium sp., E. coli або 60 
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Clostridium sp. 
Звичайно проводиться одне введення вакцини в 1-денному віці підшкірно або 

внутрішньом'язево або in ovo в 19-денних ембріонів. Друге введення проводиться у віці перших 
10 днів. Під час першого введення це переважно 17-денні ембріони або тварини в 1-денному 
віці. 5 

При введенні 1-денним курчатам можна використовувати різні способи введення, як то 
підшкірно або внутрішньом'язево, інтрадермально, трансдермально. Вакцинація in ovo може 
проводитися в амніотичний мішок і/або в ембріон. Для вакцинації можна використовувати 
комерційно доступні пристосування для введення in ovo або для підшкірного введення. 

Далі винахід буде більш докладно описаний на наступних необмежувальних прикладах. 10 

Приклади 
Конструювання вставок ДНК, плазмід і рекомбінантних вірусних векторів проводили 

відповідно до стандартних методик молекулярної біології, описаних в J. Sambrook et al. 
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, New York, 1989). 15 

Приклад 1. Конструювання рекомбінантного vHVT114, який експресує NDV-F 
Одержання донорської плазміди pНМ103+Fopt 
Плазміду pНМ103 (Merial Limited), яка має плечі міжгенної області I з HVT FC126 (див. Фіг. 

2), промотор SV40 і полі-A SV40, розщеплювали за допомогою Noti, дефосфорилювали й 
екстрагували з гелю фрагмент в 5,6 т.п.о. Також розщеплювали за допомогою Noti фланкований 20 

NotІ фрагмент синтезованого хімічно оптимізованого за кодонами гена NDV-F з генотипом VІІd 
(SEQ ID NO:1, кодує SEQ ID NO:2) і екстрагували з гелю фрагмент в 1,7 т.п.о. Фрагменти в 5,6 і 
1,7 т.п.о. лігували, одержуючи pНМ103+Fopt (Фіг. 3). 

Одержання рекомбінантного вірусного вектора HVT 
Проводили рекомбінацію in vitro (IVR) методом спільної електропорації вторинних 25 

ембріональних клітин фібробластів курей (клітин 2° CEF), використовуючи як донорську 
плазміду pНМ103+Fopt і вірусну ДНК, виділену з HVT штаму FC126. Спільну електропорацію 
проводили при 1×10

7
 клітин 2° CEF в 300 мкл Opti-MEM, які піддавали електрошоку в 150 вольт 

при ємності 950 у кюветі на 2 мм для електропорації. Трансфековані клітини висівали в 96-
комірковий планшет і інкубували протягом 5 днів. Клітини, вирощені в 96-комірковому планшеті, 30 

потім дублювали у двох 96-коміркових планшетах. Один набір 96-коміркових планшетів 
використовували для ІФА за допомогою поліклональної курячої сироватки проти NDV-F, щоб 
ідентифікувати позитивні комірки, що містять рекомбінанти, а іншої - для виділення інфікованих 
клітин з позитивних комірок. 

Очищення рекомбінантних вірусів проводили спочатку шляхом дублювання 96-коміркового 35 

планшета й відбору методом ІФА комірок, що містять більшість позитивних за ІФА бляшок з 
найменшим числом негативних за ІФА бляшок. Потім збирали комірки, що задовольняють цим 
критеріям, і доводили до 1 мл в DMEM+2 % FBS. З вихідного 1 мл відбирали 5-20 мкл і 
змішували з 1×10

7
 клітин CEF в 10 мл DMEM+2 % FBS і розкапували на новий 96-комірковий 

планшет так, щоб мати по одній бляшці HVT на комірку. Супернатант із комірок, що містять 40 

одиночні бляшки, тестували на відсутність батьківського вірусу методом ПЛР. Після п'яти циклів 
очищення методом бляшок був виділений рекомбінантний вірус, позначений як vHVT114, 
чистоту якого перевіряли методами ІФА й ПЛР для підтвердження експресії NDV-F і відсутності 
батьківського вірусу. 

Аналіз рекомбінантного vHVT114 методом ПЛР 45 

Екстрагували ДНК із vHVT114 сумішшю фенол/хлороформ, осаджували етанолом і 
ресуспендували в 20 мМ HEPES. Складали праймери для ПЛР (наведені в таблиці 1) 
спеціально для визначення присутності оптимізованого за кодонами NDV-F, промотору SV40, а 
також чистоти рекомбінантного вірусу від вихідного вірусу FC126 CL2. Проводили ПЛР при 200 
нг ДНК матриці разом із зазначеними парами праймерів, наведеними в таблиці 1. ПЛР 50 

проводили за наступних умов: 2 хв. при 94 °C; 30 циклів по 30 с при 94 °C, 30 с при 55 °C, 3 хв. 
при 68 °C; і ще 5 хв. при 68 °C. Очікувані продукти ПЛР наведено в таблиці 2. Результати ПЛР 
представлені на Фіг. 4. Як видно з Фіг. 4, розміри продуктів ПЛР після гель-електрофореза 
добре відповідають очікуваним розмірам і профілям смуг. 

55 
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Таблиця 1 
 

Праймер SEQ ID NO: Послідовність 5 --3′ 

MB080 13 CGA ACA AAC TTC ATC GCT ATG C 

MB081 14 TAA CTC AAA TGC GAA GCG TTG C 

optF 15 ACT GAC AAC ACC CTA CAT GGC 

VIIoptF RP 16 GCC AGC ACC AGG CTC AGG G 

SV40промоторF 17 AGC TTG GCT GTG GAA TGT 

 
 5 

Таблиця 2 
 

Пари праймерів Очікуваний розмір (п.о.) 

 FC126 CL21 vHVT114 

MB081+VIIoptF.RP – 2138 

SV40промоторF+MB080 – 2368 

OptFпаймер + MB080 – 872 

MB080+MB081 323 2578 

 
Аналіз експресії рекомбінантного vHVT114 
Проводили імунофлуоресцентний аналіз із використанням такого vHVT114, який пройшов 

понад 10 пасажів після стадії експериментального превакційного вірусу (pre-MSV). Матеріали 
pre-MSV і pre-MSV+12 розбавляли середовищем 1:100. По 50 мкл розведеного вірусу додавали 10 

до 10 мл DMEM+2 % FBS з 1×10
7
 клітин CEF, а потім розкапували в 96-комірковий планшет (100 

мкл на комірку). Планшети інкубували 3 дні при 37 °C+5 %CO2 доти, поки не з'являться вірусні 
бляшки. Планшети фіксували 95 % крижаним ацетоном протягом 3 хвилин і промивали три рази 
PBS. Додавали курячу антисироватку проти вірусу хвороби Ньюкасл (лот № C0139, Charles 
River Laboratories) у розведенні 1:1000 разом з моноклональним антитілом L-78 (Merial Limited) у 15 

розведенні 1:3000 і інкубували планшети при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації планшети три 
рази промивали PBS і додавали антитіло проти курки з FITC (кат. № F8888, Sigma) разом з 
ослиним антитілом проти IgG миші з Alexa Fluor 568 (кат. № A10037, Molecular Probes) у 
розведенні 1:500. Планшети знову інкубували при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації клітини 
промивали три рази PBS. Додавали невелику кількість PBS, щоб запобігти висиханню 20 

моношару й виникнення автофлуоресценції. Потім візуалізували клітини за допомогою 
флуоресцентного мікроскопа, використовуючи комбінацію фільтрів для ізотіоціанату 
тетраметилродаміну (TRITC) та ізотіоціанату флуоресцеїну (FITC). 

Вірусні бляшки vHVT114 візуалізували за допомогою фільтрів для TRITC і FITC для 
подвійного фарбування. Тест на FITC показує експресію NDV-F, а тест на TRITC показує 25 

експресію HVT. Внаслідок невеликого розміру комірок 96-коміркових планшетів кожну комірку 
реєстрували так, що спочатку підраховували бляшки за допомогою фільтра для TRITC, а потім 
ще раз підраховували за допомогою фільтра для FITC. Прораховували більш 500 бляшок по 
пасажах pre-MSV і MSV+12. Усі бляшки виявилися позитивними й на FITC, і на TRITC на обох 
планшетах (Фіг. 5). 30 

Аналіз рекомбінантного vHVT114 методом Саузерн-Блот 
Екстрагували тотальну геномну ДНК із HVT FC126 і vHVT114 за стандартною методикою 

екстракції геномної ДНК. Для кожного рестрикційного розщеплення використовували 3 мкг 
геномної ДНК (1 нг для донорської плазміди) при загальному об'ємі реакції в 20 мкл для кожного 
зразка. Геномну ДНК HVT FC126 (негативний контроль), донорську плазміду pНМ103+Fopt і 35 

vHVT114 розщеплювали окремо протягом ночі при 37 °C за допомогою рестрикційних 
ендонуклеаз BamHI, PstI, SphI і NcoI. Рестрикційні фрагменти HVT FC126 (негативний 
контроль), донорської плазміди pНМ103+Fopt і геномної ДНК vHVT114 розділяли в 1 % 
агарозному гелі й переносили на позитивно заряджену нейлонову мембрану. Дотримуючись 
інструкцій виробників набору North2South Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit 40 

(Thermo Scientific), мембрану предгібридизували протягом 1 год., а потім гібридизували з 
біотинільованим зондом для NDV-F протягом ночі при 55 °C. Після нічної гібридизації 
проводили кілька відмивань за жорстких умов, після чого мембрану поміщали в блокувальний 
буфер з додаванням стрептавідин-HRP. Після відмивання мембран від не зв'язаного 
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стрептавідин-HRP добавляли розчин субстрату Luminal і пероксиду. Потім мембрану 
експонували на рентгенівській плівці й проявляли плівку. Зони, у яких біотинільований зонд 
зв'язувався із ДНК, були хемілюмінесцентними й проявлялися на рентгенівській плівці. У 
таблиці 3 представлені очікувані смуги при Саузерн-Блоті з використанням зонда на NDV-F. 
Результати Саузерн-Блота проявляли ті профілі розщеплення, які очікувалися (Фіг. 6). 5 

 
 

Таблиця 3 
 

Зонд для NDV-F 
 

Рестрикційна 
ендонуклеаза 

Донорська плазміда 
pНМ103+Fopt 

vHVT114 FC126 CL2 

 7,014 6,630  
BamHI 0,198 1,259 – 
  0,198  

 5,481 6,359  
Psti 0,947 0,947 – 
 0,784 0,784  

 4,763 2,377  
Sphi 2,377 2,119 – 
 0,072 0,072  

 4,931 3,753  
NcoІ 2,157 2,157 – 

 0,124 0,124  

 
Аналіз послідовності області вставки в рекомбінантному vHVT114 
Проводили аналіз області геномної ДНК vHVT114 методом ПЛР-ампліфікації. Для 10 

ампліфікації всієї касети, а також за фланкуючими плечима BamHI-i у донорській плазміді 
використовували в цілому 10 праймерів. Продукт ПЛР в 4,727 т.п.о. очищали з гелю й увесь 
фрагмент секвенували за допомогою секвенуючих праймерів. Результат секвенування 
підтвердив, що vHVT114 містить правильні послідовності промотору SV40, оптимізованого за 
кодонами NDV-F і полі-A SV40, які точно відповідають послідовності, наведеній для донорської 15 

плазміди pНМ103+Fopt в SEQ ID NO:18. 
Аналіз рекомбінантного vHVT114 методом Вестерн-Блота 
Приблизно 2×10

6
 клітин фібробластів курки інфікували vHVT114 pre-MSV при множинності 

зараження в ~0,1 MOI. Після двох днів інкубації при 37 °C збирали як інфіковані, так і не 
інфіковані клітини за допомогою клітинного шкребка після видалення середовища й промивання 20 

PBS. Клітини збирали в 1 мл PBS і центрифугували. Клітинний осад піддавали лізису за 
допомогою набору Pierce Classic IP Kit (кат. № 26146, Thermo Scientific). Для утворення імунного 
комплексу використовували 100 мкл моноклонального антитіла 001C3 проти NDV-F (Merial 
Limited). Зразок антитіло/лізат додавали до агарози з білком A/G (Protein A/G Plus Agarose) для 
захоплення імунного комплексу. Імунний комплекс промивали три рази для видалення що не 25 

зв'язаного матеріалу, а потім елююювали в об'ємі 50 мкл буфером для елюювання зразка за 
невідновлювальних умов. Після кип'ятіння протягом 5 хв. наносили 10 мкл зразка на 10 % 
акриламідний гель (Invitrogen). Проводили PAGE у буфері MOPS (Invitrogen) протягом 1 год. при 
200 В. Потім переносили гель на мембрану з PVDF. 

Для блотингу мембрани з PVDF використовували набір Protein Detector Western Blot Kit TMB 30 

System (KPL, кат. № 54-11-50), використовуючи реагенти й дотримуючись інструкцій виробника. 
Після блокування мембрани протягом 1 год. за кімнатної температури мембрану відмивали три 
рази по 5 хв. в відмивальному буфері 1X Wash Buffer, а потім витримували в блокувальному 
буфері, що містить розведену 1:1000 курячу антисироватку проти вірусу NDV (серія C0139, 
Charles River Laboratories). Після відмивання три рази у відмивальному буфері мембрану 35 

інкубували з міченим пероксидазою хріну козячим антитілом проти IgG курки (KPL, кат. № 14-24-
06) при розведенні 1:2000 протягом 1 год. за кімнатної температури. Мембрану відмивали три 
рази по 5 хв. у буфері 1X Wash Buffer. До мембрани додавали 5 мл субстрату пероксидази TMB 
і обережно погойдували приблизно 1 хв. Проявлення мембрани зупиняли, поміщаючи її у воду. 

При імунопреципітації й Вестерн-Блотинзі в зразку vHVT114 виявлявся білок приблизно в 55 40 

кд, що відповідає очікуваному розміру компонента F1 білка NDV-F (Фіг. 7). 
Приклад 2. Конструювання рекомбінантних vHVT110, vHVT111, vHVT112, vHVT113 і 
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vHVT116, які експресують NDV-F 
Конструювання й характеристика рекомбінантів HVT: vHVT110, vHVT111, vHVT112, vHVT113 

і vHVT116 в основному проводилися так само, як і для vHVT114, описаного в прикладі 1. У 
таблиці 4 представлені характеристики, властиві кожній з конструкцій навколо експресійних 
касет, у тому числі відповідні послідовності. 5 

 
Таблиця 4 

 
Характеристики експресійних касет в одинарних рекомбінантів HVT 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 039 HVT gB MDV wtnm-Texas SV40 IG1 

vHVT 110 HVT IE mCMV wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 111 HVT SV40 wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 112 HVT IE mCMV wt-YZCQ SV40 IG1 

vHVT 113 HVT IE mCMV wt-Texas SV40 IG1 

vHVT114 HVT SV40 opt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 116 HVT SV40 opt-Ca02 SV40 IG1 

 
vHVT110 
Плазміду pCD046 (фірми Merial), що містить плечі міжгенної області I з HVT FC126, 

промотор мишачого CMV і полі-A SV40, розщеплювали за допомогою NotІ, дефосфорилювали й 10 

екстрагували з гелю фрагмент в 6,6 т.п.о. Також розщеплювали за допомогою NotІ 
фланкований NotІ фрагмент синтезованого хімічно гена NDV-F, який містить послідовність F 
дикого типу (SEQ ID NO:3, кодує SEQ ID NO:4), і екстрагували з гелю фрагмент в 1,7 т.п.о. 
Фрагменти в 6,6 і 1,7 т.п.о. лігували, одержуючи донорську плазміду pCD046+NDV-F wt (SEQ ID 
NO:21 для vHVT110), яку використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного 15 

vHVT110. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT110 містить правильні 
послідовності промотору mCMV, гена NDV-F дикого типу й полі-A SV40. Послідовність також у 
точності відповідає послідовності, наведеній для донорської плазміди pCD046+NDV-F wt в SEQ 
ID NO:21. 

vHVT111 20 

Плазміду pНМ103 (фірми Merial), що містить частини (плечі) міжгенної області I з HVT 
FC126, промотор SV40 і полі-A SV40, розщеплювали за допомогою NotІ, дефосфорилювали й 
екстрагували з гелю фрагмент в 5,6 т.п.о. Також розщеплювали за допомогою NotІ 
фланкований NotІ фрагмент синтезованого хімічно гена NDV-F в 1,7 т.п.о., що містить 
послідовність F дикого типу (SEQ ID NO:3, кодує SEQ ID NO:4), і екстрагували з гелю фрагмент 25 

в 1,7 т.п.о. Фрагменти в 5,6 і 1,7 т.п.о. лігували, одержуючи донорську плазміду (SEQ ID NO:22 
для vHVT111), яку використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного vHVT111. 
Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT111 містить правильні послідовності 
промотору SV40, гена NDV-F дикого типу й полі-A SV40, як видно з послідовності донорської 
плазміди pНМ103+NDV-F wt (SEQ ID NO:22). 30 

vHVT112 
Із плазміди pUC57 NDV-F YZCQ (синтезованої на фірмі Genescript) за допомогою NotІ 

вирізали фрагмент, який охоплює синтетичний ген NDV-F YZCQ дикого типу (SEQ ID NO:34, 
кодує SEQ ID NO:35), і вставляли в той же самий сайт плазміди pCD046, що містить промотор 
mCMV і хвіст полі-A SV40. Лігований матеріал трансформували за допомогою набору Top10 35 

Oneshot kit (кат. № C404002, Invitrogen). Вирощували бактеріальні колонії в бульйоні LBamp, 
екстрагували плазміди за допомогою набору Qiagen Minispin Prep kit і проводили скринінг на 
орієнтацію вставки. Правильну донорську плазміду позначили pCD046+NDV-F VII YZCQ. 
Вирощували великомасштабні культури й проводили екстракцію плазміди за допомогою набору 
Qiagen Maxi Prep. Тимчасову експресію плазміди з Maxi Prep перевіряли на клітинах 40 

ембріональних фібробластів курки (CEFs) за допомогою реагенту Fugene Transfection Reagent і 
курячої поліклональної антисироватки проти NDV. 

Плазміду pCD046+NDV-F VII YZCQ (SEQ ID NO:29) використовували при трансфекції для 
одержання рекомбінантного vHVT112. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT112 
містить правильні послідовності промотору mCMV, гена NDV-F YZCQ дикого типу й полі-A SV40. 45 

Послідовність також у точності відповідала послідовності, описаній для донорської плазміди 
pCD046+NDV-F VII YZCQ в SEQ ID NO:29. 
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vHVT113 
Із плазміди pUC57 NDV Texas F (синтезованої на фірмі Genescript) за допомогою NotІ 

вирізали фрагмент, який охоплює синтетичний ген F NDV Texas (SEQ ID NO:36, кодує SEQ ID 
NO:37), і вставляли в той же самий сайт плазміди pCD046, що містить промотор mCMV і хвіст 
полі-A SV40. Лігований матеріал трансформували за допомогою набору Top10 Oneshot kit (кат. 5 

№ C404002, Invitrogen). Вирощували бактеріальні колонії в бульйоні LBamp, екстрагували 
плазміди за допомогою набору Qiagen Minispin Prep kit і проводили скринінг на орієнтацію 
вставки. Правильну донорську плазміду позначили pCD046+Texas NDV-F. Вирощували 
великомасштабні культури й проводили екстракцію плазміди за допомогою набору Qiagen Maxi 
Prep. Тимчасову експресію плазміди з Maxi Prep перевіряли на клітинах ембріональних 10 

фібробластів курки (CEFs) за допомогою реагенту Fugene Transfection Reagent і курячої 
поліклональної антисироватки проти NDV. 

Плазміду pCD046+Texas NDV-F (SEQ ID NO:30) використовували при трансфекції для 
одержання рекомбінантного vHVT113. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT113 
містить правильні послідовності промотору mCMV, гена F NDV Texas дикого типу й полі-A SV40. 15 

Послідовність також у точності відповідала послідовності, описаній для донорської плазміди 
pCD046+Texas NDV-F в SEQ ID NO:30. 

vHVT039 
З екстрагованої ДНК MDV1 штаму RB1B методом ПЛР ампліфікували промотор gB MDV 

(SEQ ID NO:38) за допомогою праймерів HM101 (5 –CCG-GAA-TTC-CGA-TGT-TTA-GTC-ACG-20 

ATA-GAC-3′) (SEQ ID NO:44) і HM102 (5-ATA-AGA-GCG-GCC-GCA-GTG-AGA-TGA-TCT-TAA-
TGA-TG-3′) (SEQ ID NO:45). Перший містить сайт EcoRI, а другий містить сайт NotІ для 
лігування розщепленого EcoRI/NotІ продукту ПЛР в 630 п.о. у розщеплену EcoRI/NotІ плазміду 
pCD046. Продукт лігування використовували для трансформації компетентних клітин DH5α. 
Збирали колонії й проводили скринінг на присутність вставленого ПЛР-фрагменту шляхом 25 

рестрикційного аналізу за допомогою EcoRI і NotІ. Отриману плазміду позначили pНМ102. 
Вирощували велогенний штам NDV Texas (генотип IV) на 11-денних безпатогенних яйцях з 

ембріонами й піддавали частковому очищенню. Екстрагували тотальну РНК і проводили ЗТ-
ПЛР за допомогою двох праймерів: F-ATG (5-tat-agc-ggc-cgc-aag-atg-ggc-tcc-aga-tct-tct-acc-ag-3′) 
(SEQ ID NO:46) і F-STOP (5-CGA-GGC-GGC-CGC-TCA-TAT-TTT-TGT-AGT-GGC-TCT-C-3′) (SEQ 30 

ID NO:47). Вони дозволяють повністю ампліфікувати ген NDV-F з додаванням сайтів NotІ перед 
ATG і після стоп-кодону. ПЛР-Фрагмент в 1,7 т.п.о. розщеплювали NotІ і лігували в розщеплену 
NotІ плазміду pНМ102. Отриману плазміду позначили pНМ119 і використовували як донорську 
плазміду при рекомбінації in vitro шляхом спільної трансфекції клітин CEF із ДНК вихідного HVT 
для одержання vHVT039, як описано вище. Секвенування області вставки підтвердило, що 35 

vHVT039 містить правильні послідовності промотору gB MDV, немодифікованого гена NDV-F 
дикого типу зі штаму Texas (SEQ ID NO:32, кодує SEQ ID NO:33) і полі-A SV40, як видно із 
часткової послідовності донорської плазміди pНМ119 (SEQ ID NO:31). 

vHVT116 
Плазміду pНМ103 (фірми Merial), яка містить плечі міжгенної області I з HVT FC126, 40 

промотор SV40 і полі-A SV40, розщеплювали за допомогою NotІ, дефосфорилювали й 
екстрагували з гелю фрагмент в 5,6 т.п.о. Також розщеплювали за допомогою NotІ 
фланкований NotІ фрагмент синтезованого хімічно, оптимізованого за кодонами гена NDV-F 
CA02 генотипу V (SEQ ID NO:5, кодує SEQ ID NO:6) в 1,7 т.п.о. і екстрагували з гелю фрагмент в 
1,7 т.п.о. Фрагменти в 5,6 і 1,7 т.п.о. лігували, одержуючи плазміду pНМ103+NDV-F CA02 (SEQ 45 

ID NO:23 для vHVT116), яку використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного 
vHVT116. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT116 містить правильні 
послідовності промотору SV40, оптимізованого за кодонами гена NDV-F CA02 і полі-A SV40, як 
видно з послідовності донорської плазміди pНМ103+NDV-F CA02 (SEQ ID NO:23). 

Обговорення 50 

Вставляли різні касети під контролем промотору mCMV або не CMV у різні локуси генома 
HVT (таблиця 4). Незважаючи на кількаразові спроби, створення конструкції з комбінацією 
mCMV і оптимізованої за кодонами послідовності F не було успішним після пасажу 2. Однак 
коли послідовність дикого типу була під контролем mCMV, отримували стабільну конструкцію 
vHVT110. Крім того, рекомбінантний vHVT111 з послідовністю F дикого типу під контролем 55 

промотору SV40 також виявився стабільним протягом більш 10 пасажів in vitro. Поза 
очікуванням, оптимізована за кодонами послідовність F під контролем промотору SV40 також 
виявилася стабільною протягом більше 10 пасажів in vitro (наприклад, vHVT114 і vHVT116). Ці 
результати вказують на тонкий баланс між силою промотору й природою контрольованого ним 
гена (оптимізованого за кодонами чи ні) при одержанні генетично стабільної конструкції HVT. 60 
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Приклад 3. Конструювання vHVT306, подвійного вектора HVT, який експресує NDV-F і VP2 
IBDV 

Конструювали донорську плазміду pHVT US2 SV-Fopt-synPA, яка містить промотор SV40, 
синтетичний оптимізований за кодонами ген F NDV VII, синтетичний хвіст полі-A, фланковані 
послідовностями плечей SORF3 і US2 з HVT FC126. 5 

Одержання рекомбінантного вірусу 
За стандартною методикою гомологічної рекомбінації проводили спільну електропорацію 

вторинних клітин CEF за допомогою донорської плазміди pHVT US2 SV-Fopt-synPA і вірусної 
ДНК, виділеної з vHVT13 (вектор HVT, який експресує ген VP2 IBDV, Merial Limited). В 
основному додержувалися методики, описаної в прикладі 1 для vHVT114, для одержання, 10 

очищення методом бляшок і характеристики рекомбінантів за імунофлоресценцією. 
Після п'яти циклів очищення бляшок був виділений чистий рекомбінантний вірус (vHVT306), 

чистоту якого перевіряли й підтвердили за ІФА й ПЛР. 
Аналіз методом ПЛР 
Екстрагували вірусну ДНК із vHVT306 на стадії превакцинного вірусу (pre-MSV) за 15 

допомогою набору QIA Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, кат. № 69506). Складали праймери 
для ПЛР для визначення присутності оптимізованого NDV-F, NDV-F дикого типу, промотору 
SV40, промотору mCMV, фланкуючих плечей US2 вірусу HVT і вірусу SB-1. 

ПЛР-ампліфікація з різними праймерами підтвердила, що vHVT306 має очікуваний профіль 
ампліфікації й очікувані амплікони. 20 

Аналіз експресії 
Проводили непрямий імунофлуоресцентний аналіз (ІФА) на vHVT114 зі стадії превакцинного 

вірусу (pre-MSV). Клітини CEF, які були інокульовані vHVT306, фіксували крижаним 95 % 
ацетоном протягом 3 хв. за кімнатної температури й висушували на повітрі протягом 10 хв. 
Після трьох промивань PBS додавали два первинні антитіла: курячу антисироватку проти вірусу 25 

хвороби Ньюкасл (Charles River Laboratories, кат. № 10100641, серія C0117A) у розведенні 1:500 
і моноклональне антитіло L78 проти HVT (Merial Select, Gainesville, GA) у розведенні 1:3000 і 
інкубували 45 хв. при 37 °C. Після трьох відмивань PBS додавали два вторинні антитіла: козяче 
проти IgG курки із флуоресцеїном (KPL, кат. № 02-24-06, серія 110020) у розведенні 1:500 і 
ослине проти IgG миші з Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, кат. № A10037, серія 989784) у 30 

розведенні 1:300. Планшети інкубували при 37 °C протягом 45 хв., а потім три рази відмивали 
PBS. Для ідентифікації ІФА-позитивних бляшок клітини переглядали за допомогою 
флуоресцентного мікроскопа, використовуючи фільтри для ізотіоціанату флуоресцеїну (FITC) і 
ізотіоціанату тетраметилродаміну (TRITC) в інвертованого мікроскопа Nikon Eclipse Ti. 

Точно так само вивчали експресію білка VP2 IBDV (SEQ ID NO:8, кодованого SEQ ID NO:7) в 35 

vHVT306 методом ІФА, використовуючи як первинні антитіла курячу антисироватку проти IBDV 
(Charles River Laboratories, кат. № 10100610, серія G0117) (розведення 1:500) і моноклональне 
антитіло 001C3 проти NDV-F (асцитична рідина, партія 10/09/044, 02/11/2010) (розведення 
1:300); а потім як вторинні антитіла козяче проти IgG курки із флуоресцеїном (KPL, кат. № 02-24-
06, серія 110020) (розведення 1:500) і ослине проти IgG миші з Alexa Fluor 568 (Molecular 40 

Probes, кат. № A10037, серія 989784) (розведення 1:300). 
Результати ІФА показали, що vHVT306 експресує гени NDV-F в інфікованих вірусом клітинах 

CEF. 
Було підраховано більше 400 бляшок vHVT306 за допомогою мікроскопа з фільтрами для 

FITC і TRITC. У цілому експресія гена NDV-F і VP2 IBDV відповідає бляшкам HVT (таблиця 5). 45 

 
 

Таблиця 5 
 

Аналіз vHVT306 методом подвійного ІФА 
 

Вірус 

ІФА № 1 (усього 453 бляшки) ІФА № 2 (усього 478 бляшок) 

Бляшки, позит. за 
антисивор. до 

NDV 

Бляшки, позит. за 
mAB проти HVT 

Бляшки, позит. за 
mAB проти NDV-F 

Бляшки, позит. за 
антисивор. до 

IBDV 

vHVT 306 
pre-MSV 

453 453 478 478 

 
Аналіз методом Саузерн-Блота 
Екстрагували тотальну геномну ДНК із клітин CEF, інфікованих vHVT306 зі стадії pre-MSV. 50 
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Проводили аналіз методом Саузерн-Блота за стандартною методикою. 
У цілому використовували 3 зонда для перевірки касети NDV-F (промотор SV40, 

оптимізований за кодонами ген NDV-F, синтетичний хвіст полі-A) між SORF3 і US2 в vHVT306, а 
також збереженості касети VP2 IBDV (промотор mCMV, ген VP2 IBDV, хвіст полі-A SV40). 

Результати Саузерн-Блота показали, що профілі розщеплення були такими, як і очікувалося 5 

на основі картування вектора NTI (Invitrogen, 1600 Faraday Ave., Carlsbad, CA). Касета NDV-F 
(промотор SV40, оптимізований за кодонами ген NDV-F, синтетичний хвіст полі-A) 
розташовується між SORF3 і US2, а касета VP2 IBDV (промотор mCMV, ген VP2 IBDV, хвіст 
полі-A SV40) ціла, як у вихідного вірусу (vHVT13). 

Геномний аналіз 10 

Секвенували геномну ДНК vHVT306 зі стадії pre-MSV, щоб перевірити послідовність 
рекомбінаційних ділянок, а також вставленої генної касети. 

Складали праймери для ампліфікації всієї вставленої генної касети, включаючи 
рекомбінаційні плечі, у донорській плазміді. Проводили аналіз геномної ДНК vHVT306 методом 
ПЛР-ампліфікації з наступним визначенням нуклеотидної послідовності. 15 

Підтвердили, що vHVT306 (донорська плазміда pHVT US2 SV-Fopt-synPA) містить правильні 
рекомбінаційні плечі, промотор SV40 і оптимізований за кодонами ген NDV-F, як показано в 
SEQ ID NO:20. 

Аналіз методом Вестерн-Блота 
Моношар CEF інфікували vHVT306 pre-MSV при множинності зараження в ~0,1 MOI. Після 4- 20 

денної інкубації клітини CEF осаджували й промивали PBS, а потім піддавали лізису за 
допомогою буфера IP Lysis/Wash buffer з набору Pierce Classic IP (Thermo Scientific, кат. № 
26146) відповідно до методики виробника. Лізат попередньо очищали й інкубували з 100 мкл 
моноклонального антитіла 001C3 проти NDV-F для одержання імунного комплексу. Імунний 
комплекс захоплювали на агарозу з білком A/G (Protein A/G Plus Agarose) й, після видалення не 25 

зв'язаного імунного комплексу, шляхом кількох відмивань, використовували 50 мкл буфера для 
зразка для елюювання як контроль включали неінфіковані клітини CEF. По 20 мкл елюйованих 
зразків розділяли електрофорезом в 10 % гелях з Bis-Tris. Після електрофорезу розділені білки 
переносили на мембрану з PVDF. Для виявлення антигенів NDV на мембрані PVDF 
використовували набір Protein Detection TMB Western Blot Kit (KPL, кат. № 54-11-50) з курячою 30 

антисироваткою проти NDV (Charles River Laboratories, кат. № 10100641, серія C0117A) і 
кон'югатом козячого антитіла проти IgG курки з пероксидазою (KPL, кат. № 14-24-06), відповідно 
до методики виробника. 

Експресію білка NDV-F з vHVT306 перевіряли методом імунодетекції у дві стадії. Спочатку 
білки NDV-F, експресовані в інфікованих vHVT306 клітинах CEF, захоплювали методом 35 

імунопреципітації за допомогою моноклонального антитіла 001C3 проти NDV-F. Потім для 
виявлення білка NDV-F у захоплених зразках (комплексу білок NDV-F-моноклональне антитіло) 
застосовували метод Вестерн-Блота з використанням поліклональної антисироватки проти NDV 
(Charles River Laboratories, кат. № 10100641, серія C0117A) (Фіг. 8). У лізатах з vHVT306 pre-
MSV за допомогою антисироватки до NDV виявлявся білок в 55 кДа, який відповідав 40 

очікуваному розміру білка злиття F1 NDV (Фіг. 8). 
Приклад 4. Конструювання подвійних Hvt-Векторів vHVT301, vHVT302, vHVT303, vHVT304 і 

vHVT307, які експресують NDV-F і VP2 IBDV, і подвійного HVT-вектора vHVT202, який експресує 
варіанти VP2 IBDV 

Приклад 4.1. Конструювання vHVT301, vHVT302, vHVT303, vHVT304 і vHVT307 45 

Одержання й характеристика подвійних HVT-рекомбінантів vHVT301, vHVT302, vHVT303, 
vHVT304 і vHVT307 в основному проводилися в такий же спосіб, як і для vHVT306, описаного в 
прикладі 3. У таблиці 6.1 представлені унікальні характеристики, властиві кожній з конструкцій 
навколо експресійних касет, у тому числі відповідні послідовності. 

50 
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Таблиця 6.1 
 

Характеристики експресійних касет у подвійних рекомбінантів HVT 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген NDV-F Полі-A Локус 

vHVT 301 vHVT13 SV40 wt-VІІd NDV-F SV40 IG2 

vHVT 302 vHVT13 US10 opt-VІІd NDV-F US10 US10 

vHVT 303 vHVT13 US10 opt-v NDV-F US10 US10 

vHVT 304 vHVT13 SV40 opt-VІІd NDV-F синтетич. IG2 

vHVT 306 vHVT13 SV40 opt-VІІd NDV-F синтетич. 
SORF3-
US2 

vHVT 307 vHVT13 SV40 opt-v NDV-F синтетич. 
SORF3-
US2 

 
vHVT301 5 

Плазміду pHVT IG2 SbfI (фірми Merial), що містить послідовності плечей міжгенної області 2 
з vHVT13, розщеплювали за допомогою SmaI, дефосфорилювали й екстрагували з гелю 
фрагмент в 4,3 т.п.о. Донорську плазміду pНМ103+NDV-F wt, що містить промотор SV40, NDV-F 
генотипу VІІd дикого типу, хвіст полі-A SV40, розщеплювали за допомогою EcoRI і SalI, 
обробляли ферментом Klenow і екстрагували з гелю фрагмент в 2,3 т.п.о. Два фрагменти 10 

лігували, одержуючи донорську плазміду pHVT IG2 SV Fwt SbfI (SEQ ID NO: 24), яку 
використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного vHVT301. 

vHVT302 
Синтезовану хімічно плазміду pHVT US10 cds, що містить послідовності плечей US10 з 

vHVT13, розщеплювали за допомогою NotІ, дефосфорилювали й екстрагували з гелю фрагмент 15 

в 4,7 т.п.о. Відщепляли за допомогою NotІ фланкований NotІ фрагмент в 1,7 т.п.о. із 
синтезованого хімічно оптимізованого за кодонами NDV-F генотипу VІІd і екстрагували його з 
гелю. Два фрагменти лігували, одержуючи донорську плазміду pHVT US10 cds F opt, яку 
використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного vHVT302. Транскрипція 
вставленого гена F повинна керуватися нативним промотором US10 і зупинятися нативним 20 

сигналом полі-A US10. Для експресії цієї вставки не додавали ніякого екзогенного промотору 
або полі-A. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT302 містить правильну 
послідовність оптимізованого за кодонами гена NDV-F VІІd, як це видно з послідовності 
донорської плазміди pHVT US10 cds F opt (SEQ ID NO: 25). 

vHVT303 25 

Синтезовану хімічно плазміду pHVT US10 cds, що містить послідовності плечей US10 з 
vHVT13, розщеплювали за допомогою NotІ, дефосфорилювали й екстрагували з гелю фрагмент 
в 4,7 т.п.о. Відщепляли за допомогою NotІ фланкований NotІ фрагмент в 1,7 т.п.о. із 
синтезованого хімічно оптимізованого за кодонами NDV-F генотипу V і екстрагували його з 
гелю. Два фрагменти лігували, одержуючи донорську плазміду pHVT US10 cds F CA02 opt, яку 30 

використовували при трансфекції для одержання рекомбінантного vHVT303. Як і в vHVT302, 
транскрипція вставленого гена F також повинна керуватися нативним промотором US10 і 
зупинятися нативним сигналом полі-A US10. Для експресії цієї вставки не додавали ніякого 
екзогенного промотору або полі-A. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT303 
містить правильну послідовність оптимізованого за кодонами гена NDV-F генотипу V, як це 35 

видно з послідовності донорської плазміди pHVT US10 cds F CA02 (SEQ ID NO: 26). 
vHVT304 
Донорську плазміду pHVT IG2 SbfI, що містить послідовності плечей міжгенної області 2 з 

vHVT13, розщеплювали за допомогою SbfI, дефосфорилювали й екстрагували з гелю фрагмент 
в 4,3 т.п.о. Синтезовану хімічно плазміду, що містить промотор SV40 + оптимізований за 40 

кодонами NDV-F генотипу VІІd + синтетичний хвіст полі-A, фланкований SbfI, розщеплювали за 
допомогою SbfI і екстрагували з гелю фрагмент в 2,3 т.п.о. Два фрагменти лігували, одержуючи 
донорську плазміду pHVT IG2 SV Fopt syn tail, яку використовували при трансфекції для 
одержання рекомбінантного vHVT304. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT304 
містить правильні послідовності промотору SV40, оптимізованого за кодонами гена NDV-F VІІd і 45 

синтетичного хвоста полі-A, як це видно з послідовності донорської плазміди pHVT IG2 SV Fopt 
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syn tail (SEQ ID NO:27). 
vHVT307 
Донорську плазміду pHVT US2-SORF3, що містить послідовності плечей US2 і SORF3 з 

vHVT13, розщеплювали за допомогою SbfI, дефосфорилювали й екстрагували з гелю фрагмент 
в 5,1 т.п.о. Плазміду SB-1 UL55 SV Caf syn tail SbfI, що містить промотор SV40 + оптимізований 5 

за кодонами NDV-F генотипу V + синтетичний хвіст полі-A, фланкований SbfI, розщеплювали за 
допомогою SbfI і екстрагували з гелю фрагмент в 2,3 т.п.о. Два фрагменти лігували, одержуючи 
донорську плазміду pHVT US2 SV-FCA02 opt-synPA, яку використовували при трансфекції для 
одержання рекомбінантного vHVT307. Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT307 
містить правильні послідовності промотору SV40, оптимізованого за кодонами гена NDV-F 10 

генотипу V і синтетичного хвоста полі-A, як це видно з послідовності донорської плазміди pHVT 
US2 SV-FCA02 opt-synPA (SEQ ID NO: 28). 

Обговорення 
Однією з головних цілей цієї роботи була розробка мультивалентного вектора на основі 

пташиного герпесвірусу шляхом включення декількох захисних генів, що становлять інтерес, у 15 

кістяк пташиного герпесвіруса (наприклад, HVT). Передумовою такого підходу є визначення 
експресійних касет, що містять відповідні комбінації промотор-ген-полі-А, і оцінка їх генетичної 
стабільності й здатності захищати від певного захворювання. 

З метою створення ефективної тривалентної векторної вакцини MD-IBD-ND клонували 
оптимізовані за кодонами або не оптимізовані послідовності гена F вірусу хвороби Ньюкасл 20 

(NDV) у кістяк vHVT13 (HVT-IBD, ліцензована вакцина для одночасного захисту курей від MD і 
IBD) під контролем промотору CMV людини (в vHVT13 використовується CMV миші). Усі 
конструкції vHVT-IBD-F під контролем промотору CMV людини втрачали експресію F-білка 
через шість пасажів незалежно від того, чи була послідовність NDV-F оптимізованою за 
кодонами і незалежно від місця вставки. Втрата експресії F-білка була швидкою (за два пасажі) 25 

при комбінуванні hCMV з оптимізованим за кодонами F-білком у порівнянні з комбінацією hcmv з 
послідовністю F дикого типу (втрата експресії F-білка за 6 пасажів). У цілому ці дані показують, 
що промотор CMV людини не є ідеальним для одержання стабільних рекомбінантів HVT, які 
експресують білок NDV-F. Поза очікуванням, цей приклад показує, що промотор SV40 і 
ендогенний промотор HVT (промотор US10) утворюють стабільні рекомбінанти HVT, які 30 

експресують білок NDV-F. 
Приклад 4.2. Конструювання vHVT202 
Конструювання донорської плазміди HVT SORF3-US2 gpVar-Еwtsyn 
Фрагмент, що охоплює синтетичний варіант E гена VP2 IBDV дикого типу (SEQ ID NO:41, 

кодує SEQ ID NO:42), вирізали із плазміди pUC57 Varient E wt (синтезована на фірмі Genescript) 35 

за допомогою NotІ і вставляли в той же самий сайт SORF3 і US2 плазміди, що містить промотор 
gp CMV і синтетичний хвіст полі-A. Лігований матеріал трансформували за допомогою набору 
Top10 Oneshot (кат. № C404002, Invitrogen). Вирощували бактеріальні колонії в бульйоні LBamp, 
екстрагували плазміди за допомогою набору Qiagen Minispin Prep kit і проводили скринінг на 
орієнтацію вставки за розщепленням SacI+HindIII. Правильну донорську плазміду позначили 40 

pHVT SORF3-US2 gpVar-Еwtsyn. У таблиці 6.2 наведені характеристики, властиві конструкції 
навколо експресійної касети, включаючи відповідні послідовності. Вирощували 
великомасштабні культури й проводили екстракцію плазмід за допомогою набору Qiagen Maxi 
Prep. Тимчасову експресію плазмід з Maxi Prep перевіряли на клітинах ембріональних 
фібробластів курки (CEFs) за допомогою курячої поліклональної антисироватки проти IBDV. 45 

 
Таблиця 6.2 

 
Характеристики експресійних касет у подвійних рекомбінантів HVT 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген VP2 IBDV Полі-A Локус 

vHVT 202 vHVT 306 
CMV морської 
свинки 

VP2 E IBDV синтетич. 
SORF3-
US2 

 
Одержання рекомбінанта 
За стандартною методикою гомологічної рекомбінації проводили спільну електропорацію 

вторинних клітин CEF за допомогою донорської плазміди pHVT SORF3-US2 gpVar-Еwtsyn і 50 

вірусної ДНК, виділеної з vHVT306 і розщепленої SbfI. Для спрощення процесу відбору як 
вихідний вибрали vHVT306, який експресує класичний VP2 IBDV і NDV-F, як описано нижче. Для 



UA   118651   C2 

18 

заміни гена F розробили донорську плазміду варіанта E VP2, а рекомбінанти відбирали 
спочатку за відсутністю експресії гена F, а потім методом ПЛР на наявність варіанта E VP2. 
Спільну електропорацію проводили при 1×10

7
 клітин 2° CEF в 300 мкл Opti-mem, які піддавали 

електрошоку в 150 вольт при ємності 950 у кюветі для електропорації на 2 мм. Трансфековані 
клітини висівали в 96-комірковий планшет і інкубували протягом 5-7 днів. Клітини, вирощені в 5 

96-комірковому планшеті, потім дублювали у дві 96-коміркових планшетах і інкубували ще 
протягом 5 днів. Один набір 96-коміркових планшетів використовували для ІФА з поліклональної 
курячою сироваткою проти NDV-F, щоб ідентифікувати позитивні комірки, що містять вихідний 
vHVT306, а інший - для виділення інфікованих клітин з негативних за ІФА комірок. 

Очищення рекомбінантного вірусу проводили спочатку шляхом дублювання 96-коміркового 10 

планшета й відбору методом ІФА комірок, що містять більшість негативних за ІФА бляшок 
(проти NDV-F) з найменшим числом позитивних за ІФА бляшок. Потім збирали комірки, які 
задовольняють цим критеріям, і доводили до 1 мл в DMEM+2 % FBS. З вихідного 1 мл 
відбирали 5-20 мкл (залежно від числа видимих бляшок) і змішували з 1×10

7
 клітин CEF в 10 мл 

DMEM+2 % FBS і розкапували на новий 96-комірковий планшет так, щоб мати по одній бляшці 15 

HVT на комірку. Після 4 днів інкубації 96-коміркові планшети дублювали й комірки, що містять 
бляшки, тестували на наявність рекомбінантного HVT і відсутність вихідного вірусу за ІФА й 
ПЛР. Знову збирали комірки, що містять більше рекомбінантного вірусу й менше вихідного 
вірусу при порівнянні отриманих при ПЛР смуг, доводили до 1 мл і розкапували в нові 96-
коміркові планшети (такі ж, як і раніше). Після п'яти циклів очищення інфікованих вірусом клітин 20 

був виділений рекомбінантний HVT, який несе два білки VP2 IBDV, а чистоту рекомбінантного 
вірусу перевіряли методом ПЛР, щоб підтвердити відсутність вихідного вірусу. 

Секвенування області вставки підтвердило, що vHVT202 містить правильні послідовності 
промотору CMV морської свинки, варіанта E гена VP2 IBDV дикого типу й синтетичного хвоста 
полі-A, як це видно з послідовності донорської плазміди pHVT SORF3-US2 gpVar-Еwtsyn (SEQ 25 

ID NO:39). 
Аналіз рекомбінанта методом ПЛР 
Екстрагували ДНК із препарату вірусу сумішшю фенол/хлороформ, осаджували етанолом і 

ресуспендували в 20 мМ HEPES. Розробляли праймери для ПЛР спеціально для ідентифікації 
варіанта E гена дикого типу, промотору, полі-A, а також чистоти рекомбінантного вірусу від 30 

вихідного вірусу HVT. Проводили ПЛР при 200 нг ДНК матриці разом із зазначеними парами 
праймерів, наведеними в таблиці 1. Цикли ПЛР за наступних умов (якщо не зазначене інакше): 
2 хв. при 94 °C; 30 циклів по 30 с при 94 °C, 30 с при 55 °C, 3 хв. при 68 °C; і ще 5 хв. при 68 °C. 

Чистоту рекомбінантного вірусу перевіряли методом ПЛР за допомогою пар праймерів, 
специфічних до фланкуючих плечей HVT, промотору gpCMV, гену варіанта E і синтетичному 35 

хвосту. При аналізі також включали праймери, специфічні до SB1, MDV серотипа 2 
(SB1US1.FP+SB1Sorf4.RP). Результати ПЛР показали, що рекомбінантний вірус vHVT202 несе 
шукану експресійну касету, а препарат вірусу вільний від помітної кількості вихідного вірусу 
HVT. 

Імунофлуоресцентне фарбування рекомбінантного вірусу vHVT202, який експресує два 40 

білки VP2 IBDV 
Для імунофлуоресцентного аналізу матеріал P3 розбавляли середовищем 1:100. Приблизно 

50 мкл розведеного вірусу додавали до 10 мл DMEM+2 % FBS з 1×10
7
 клітин CEF, а потім 

розкапували в 96-комірковий планшет (по 100 мкл на комірку). Планшети інкубували 4 дня при 
37 °C+5 %CO2 доти, поки не з'являться вірусні бляшки. Планшети фіксували 95 % крижаним 45 

ацетоном протягом 3 хвилин і промивали три рази PBS. Одну комірку використовували для 
курячої антисироватки проти вірусу хвороби Ньюкасл (серія C0139, Charles River Laboratories), 
яку додавали в розведенні 1:1000. Іншу комірку використовували для курячої антисироватки 
проти IBDV (серія G0117) і інкубували планшети при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації 
планшети тричі відмивали PBS і додавали антитіло проти курки з FITC (кат. № F8888, Sigma) у 50 

розведенні 1:500. Планшети знову інкубували при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації клітини 
тричі промивали PBS і візуалізували їх за допомогою флуоресцентного мікроскопа, 
використовуючи фільтр для ізотіоціанату флуоресцеїну (FITC). 

Результати імунофлуоресцентного фарбування вказують на те, що vHVT202 проявляє дуже 
сильну експресію білка VP2 при використанні поліклональних антисироваток і проти класичного, 55 

і проти варіанта E білка VP2. 
Висновок 
Виходячи із ПЛР і імунофлуоресцентного аналізу, vHVT202 є рекомбінантним HVT, у який 

був успішно вставлений варіант E гена VP2 IBDV під контролем промотору gpCMV на тлі такого 
рекомбінантного HVT, який уже експресує класичний ген VP2 IBDV. Отже, vHVT202 несе гени й 60 
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варіанта E VP2, і класичного VP2 IBDV і вільний від помітної кількості вихідного вірусу vHVT306. 
Приклад 5. Конструювання рекомбінантних vSB1-009, vSB1-004, vSB1-006, vSB1-007, vSB1-

008 і vSB1-010, які експресують NDV-F 
Приклад 5.1. Конструювання vSB1-009, vSB1-004, vSB1-006, vSB1-007 і vSB1-008 
Метою даного дослідження є конструювання рекомбінантного вектора vSB1-009 з вірусу SB-5 

1, у який вставлена експресійна касета, яка містить промотор SV40 і злитий білок вірусу 
хвороби Ньюкасл (NDV-F) замість кодуючої послідовності, UL44 (gC) SB-1. 

Була сконструйована донорська плазміда pSB1 44 cds SV FСАopt, яка містить фланкуючі 
плечі UL44 вірусу SB1, промотор SV40 і послідовність оптимізованого за кодонами гена NDV-F 
(SEQ ID NO:5, кодує SEQ ID NO:6). 10 

Одержання рекомбінантного вірусу 
За стандартною методикою гомологічної рекомбінації проводили спільну електропорацію 

вторинних клітин CEF за допомогою донорської плазміди pSB1 44 cds SV FСАopt і вірусної ДНК, 
виділеної з інфікованих вірусом SB-1 клітин CEF. В основному додержувалися методики, 
описаної в прикладі 1 для vHVT114, для одержання, очищення методом бляшок і 15 

характеристики рекомбінантів за імунофлоресценцією. 
Після п'яти циклів очищення бляшок був виділений чистий рекомбінантний вірус (vSB1-009), 

чистоту якого перевіряли за ІФА й ПЛР для підтвердження правильності вставки, а також 
відсутності залишків вихідного вірусу. 

Аналіз методом ПЛР 20 

Екстрагували вірусну ДНК із vSB1-009 на стадії превакцинного вірусу (pre-MSV) за 
допомогою набору QIA Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, кат. № 69506). Розробляли праймери 
для ПЛР для визначення присутності оптимізованого NDV-F, NDV-F дикого типу, промотору 
SV40, промотору mCMV, фланкуючих плечей UL44 вірусу SB-1 і вірусу HVT. ПЛР-ампліфікація 
проводилася з використанням приблизно 200 нг ДНК матриці разом з парами праймерів. 25 

ПЛР-ампліфікація з різними праймерами підтвердила, що vSB1-009 має очікуваний профіль 
ампліфікації й очікувані амплікони. 

Аналіз експресії 
Проводили непрямий імунофлуоресцентний аналіз (ІФА) на vSB1-009 зі стадії pre-MSV для 

перевірки експресії гена NDV-F і антигену вірусу SB-1. Клітини CEF, які були інокульовані vSB1-30 

009, фіксували крижаним 95 % ацетоном протягом 3 хв. за кімнатної температури й висушували 
на повітрі протягом 10 хв. Планшети промивали PBS, а потім додавали два первинні антитіла: 
курячу антисироватку проти вірусу хвороби Ньюкасл (Charles River Laboratories, кат. № 
10100641, серія C0117A) у розведенні 1:500 і моноклональне антитіло Y5.9 проти вірусу SB-1 
(Merial Select, Gainesville, GA) у розведенні 1:3000 і інкубували 45 хв. при 37 °C. Після трьох 35 

відмивань PBS додавали два вторинні антитіла: козяче проти IgG курки із флуоресцеїном (KPL, 
кат. № 02-24-06, серія 110020) у розведенні 1:500 і ослине проти IgG миші з Alexa Fluor 568 
(Molecular Probes, кат. № A10037, серія 989784) у розведенні 1:250. Планшети інкубували при 
37 °C протягом 45 хв., а потім тричі відмивали PBS. Комірки піддавали скринінгу на ІФА-
позитивні бляшки за допомогою флуоресцентного мікроскопа, використовуючи фільтри для 40 

ізотіоціанату флуоресцеїну (FITC) і ізотіоціанату тетраметилродаміну (TRITC) в інвертованого 
мікроскопа Nikon Eclipse Ti. У такий же спосіб перевіряли реактивність vSB1-009 з mАb до NDV-
F методом подвійного ІФА, використовуючи як первинні антитіла курячу антисироватку проти 
MDV (Charles River Laboratories, кат. № 10100628, серія D0111) (розведення 1:300) і 
моноклональне антитіло проти NDV-F (розведення 1:300). Як вторинні антитіла 45 

використовували козяче антитіло проти IgG курки із флуоресцеїном (KPL, кат. № 02-24-06, серія 
110020) (розведення 1:500) і ослине проти IgG миші з Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, кат. № 
A10037, серія 989784) (розведення 1:250). Для ідентифікації ІФА-позитивних бляшок комірки 
переглядали за допомогою флуоресцентного мікроскопа, використовуючи фільтри для FITC і 
TRITC в інвертованому мікроскопі Nikon Eclipse Ti. 50 

Результати ІФА показали, що vSB1-009 експресує білок NDV-F в інфікованих вірусом 
клітинах CEF. Було підраховано більше 500 бляшок vSB1-009 на експресію білка NDV-F, а 
також на експресію специфічного для вірусу SB-1 білка методом подвійного ІФА. Експресія білка 
NDV-F повністю відповідала експресії антигену вірусу SB-1 у кожній вірусній бляшці (таблиця 7). 

55 



UA   118651   C2 

20 

 
 
 

Таблиця 7 
 

Аналіз vSB1-009 методом подвійного ІФА 
 

Вірус Подвійний ІФА № 1 (189 бляшок) Подвійний ІФА № 2 (361 бляшка) 

 
Бляшки, позит. за 

антисивор. до 
NDV 

Бляшки, позит. за 
mAb проти SB1 

Бляшки, позит. за 
антисивор. до 

NDV 

Бляшки, позит. за 
mAb проти SB1 

vSB1-009 
pre-MSV 

189 189 361 361 

 
Методом подвійного ІФА була підтверджена реактивність із mAb до NDV-F. Було перевірено 5 

понад 200 бляшки vSB1-009 на реакцію з mAb до NDV-F, а також на реакцію з антисироваткою 
проти MDV. Реакція з mAb до NDV-F повністю відповідала реакції з антисироваткою проти MDV 
у кожній вірусній бляшці (таблиця 8). 

 
 10 

Таблиця 8 
 

Реактивність vSB1-009 з mAb проти NDV-F 
 

Вірус Подвійний ІФА (усього 254 бляшки) 

 
Бляшки, позит. за антисивор. 

до NDV 
Бляшки, позит. за mAb проти 

SB1 

мvSB1-009 pre-MSV 254 254 

 
Аналіз методом Саузерн-Блота 
Екстрагували тотальну геномну ДНК із клітин CEF, інфікованих vSB1-009 зі стадії pre-MSV. 

Геномну ДНК vSB1-009, вірусу SB-1 (негативний контроль), донорської плазміди pSB1 44 cds SV 
FCA opt розщеплювали окремо при 37 °C рестрикційними ендонуклеазами EcoRI, NcoІ і KpnІ. 15 

Рестрикційні фрагменти розділяли електрофорезом в 0,8 % агарозному гелі й переносили на 
позитивно заряджену нейлонову мембрану. Після перенесення мембрану обробляли 0,4 M 
NaOH, а потім нейтралізували буфером 2×SSC-HCl. Після цього мембрану сушили на повітрі й 
піддавали перехресному зшиванню за допомогою УФ. 

Дотримуючись інструкцій виробників набору North2South Chemiluminescent Hybridization and 20 

Detection Kit (Thermo Scientific, кат. № 89880), мембрану предгібридизували протягом 1 год., а 
потім гібридизували із зондом протягом ночі при 55 °C. Для гібридизації використовували два 
зонди: 1) SbfI-фрагмент pSB1 44 cds SV FCA opt як зонда для касети NDV-F, 2) SmaI-EcoRI-
Фрагмент плеча pUC57 SB1 44 (Genscript) як зонда для рекомбінантного плеча. Після 
гібридизації кілька раз проводили відмивання при жорстких умовах, після чого мембрану 25 

поміщали в блокувальний буфер з додаванням стрептавідин-HRP. Після відмивання мембрани 
від не зв'язаного стрептавідин-HRP добавляли розчин субстрату Luminal і потім мембрану 
накладали на рентгенівську плівку й експонували, після чого проявляли плівку. 

Результати Саузерн-Блота відповідали очікуванням на підставі аналізу карти вектора NTI. 
Касета NDV-F (промотор SV40, оптимізований за кодонами ген NDV-F CA02) заміщала 30 

послідовності, які кодують UL44 вірусу SB-1. 
Геномний аналіз 
Проводили аналіз геномної ДНК vSB1-009 зі стадії pre-MSV шляхом визначення 

нуклеотидної послідовності рекомбінаційних плечей, а також вставленої генної касети. 
Розробляли праймери, які використовували для ампліфікації всієї касети гена NDV-F, 35 

включаючи рекомбінаційні плечі. 
Підтвердили, що послідовність vSB1-009 (донорська плазміда pSB1 44 cds SV FСАopt) 

містить правильні рекомбінаційні плечі, промотор SV40 і оптимізований за кодонами ген NDV-F, 
як показано в SEQ ID NO:19. 

Аналіз методом Вестерн-Блота 40 

Моношар CEF інфікували vSB1-009 pre-MSV при множинності зараження в ~0,1 MOI. Після 
5- денної інкубації клітини CEF осаджували й промивали PBS, а потім піддавали лізису за 
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допомогою буфера IP Lysis/Wash buffer з набору Pierce Classic IP (Thermo Scientific, кат. № 
26146) відповідно до методики виробника. Лізат попередньо очищали й інкубували з 100 мкл 
моноклонального антитіла проти NDV-F для одержання імунного комплексу. Імунний комплекс 
захоплювали на агарозу з білком A/G (Protein A/G Plus Agarose) й, після видалення не 
зв'язаного імунного комплексу шляхом кількох відмивань, використовували 50 мкл буфера для 5 

зразка для елюювання, як контроль включали неінфіковані клітини CEF. По 20 мкл елюйованих 
зразків розділяли електрофорезом в 10 % гелях з Bis-Tris. Після електрофорезу розділені білки 
переносили на мембрану з PVDF. Для виявлення антигенів NDV на мембрані PVDF 
використовували набір Protein Detection TMB Western Blot Kit (KPL, кат. № 54-11-50) з курячою 
антисироваткою проти NDV (Charles River Laboratories, кат. № 10100641, серія C0117A) і 10 

кон'югатом козячого антитіла проти IgG курки з пероксидазою (KPL, кат. № 14-24-06), відповідно 
до методики виробника. 

Експресію білка NDV-F з vSB1-009 перевіряли методом імунодетекції у дві стадії. Спочатку 
білки NDV-F, експресовані в інфікованих vSB1-009 клітинах CEF, захоплювали методом 
імунопреципітації за допомогою моноклонального антитіла 001C3 проти NDV-F. Потім для 15 

виявлення білка NDV-F у захоплених зразках (комплексу білок NDV-F-моноклональне антитіло) 
застосовували метод Вестерн-Блота з використанням поліклональної антисироватки проти NDV 
(Charles River Laboratories, кат. № 10100641, серія C0117A) (Фіг. 9). У лізатах з vSB1-009 pre-
MSV за допомогою антисироватки до NDV виявлявся білок в 55 кДа, який відповідав 
очікуваному розміру білка злиття F1 NDV (Фіг. 9). 20 

Одержання й характеристика HVT-рекомбінантів vSB1-004, vSB1-006, vSB1-007 і vSB1-008 в 
основному проводилися в такий же спосіб, як і для vSB1-009, описаного в цьому прикладі. У 
таблиці 9.1 представлені унікальні характеристики, властиві кожній з конструкцій навколо 
експресійної касети, включаючи відповідні послідовності. Одержання й характеристика 
рекомбінантних векторів з вірусу SB1 також описані в патентній заявці США за номером USSN 25 

13/689,572, поданій 29.11.2012 (Merial Limited), яка включена сюди шляхом посилання у всій 
повноті. 

 
 

Таблиця 9.1 
 

Характеристики експресійних касет у рекомбінантів SB1 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Локус 

мvSB1-009 SB1 SV40 opt-CA02 UL44 (gC) 

мvSB1-004 SB1 IE mCMV wt-VІІd US10 

мvSB1-006 SB1 SV40 opt-VІІd UL55/LORF5 

мvSB1-007 SB1 SV40 opt-VІІd UL44 (gC) 

мvSB1-008 SB1 SV40 opt-CA02 UL55/LORF5 

 30 

Приклад 5.2. Конструювання подвійної конструкції vSB1-010 
Конструювання донорської плазміди SB1US2 gpVІІdwtsyn 
Використовуючи плазміду HVT Sorf3-US2 gpVar-Ewt Syn, вилучали gpCMV, варіант E і хвіст 

Syn шляхом розщеплення SbfI. Цей фрагмент лігували в донорську плазміду SB1 US2. Ген 
варіанта E вирізали за допомогою NotІ і заміняли на NDV-F VІІd дикого типу. Синтетичний ген 35 

NDV-F VІІd дикого типу (SEQ ID NO:3, кодує SEQ ID NO:4) вирізали із плазміди pUC57 NDV-F 
VІІd wt (синтезована на фірмі Genescript) шляхом розщеплення з NotІ. Лігований матеріал 
трансформували за допомогою набору Top10 Oneshot (кат. № C404002, Invitrogen). Вирощували 
бактеріальні колонії в бульйоні LBamp, екстрагували плазміди за допомогою набору Qiagen 
Minispin Prep і проводили скринінг на орієнтацію вставки за розщепленням NcoІ+SalI. Правильну 40 

донорську плазміду позначили pSB1 US2 gpVІІdwt Syn. У таблиці 9.2 наведені характеристики, 
властиві конструкції навколо експресійної касети, включаючи відповідні послідовності. 
Вирощували великомасштабні культури й проводили екстракцію плазмід за допомогою набору 
Qiagen Maxi Prep. Тимчасову експресію плазмід з Maxi Prep перевіряли на клітинах 
ембріональних фібробластів курки (CEFs) за допомогою курячої поліклональної антисироватки 45 

проти NDV-F. 
Одержання рекомбінанта 
За стандартною методикою гомологічної рекомбінації проводили спільну електропорацію 

вторинних клітин CEF за допомогою донорської плазміди pSB1 US2 gpVІІdwt Syn і вірусної ДНК, 
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виділеної з vSB1-009 (цей рекомбінантний вектор експресує ген F з NDV CA02). В основному 
додержувалися методики, описаної в прикладі 1 для vHVT114, для одержання, очищення 
бляшок і характеристики рекомбінантів шляхом імунофлуоресценції. 

Після п'яти циклів очищення бляшок був виділений чистий рекомбінантний вірус (vSB1-010), 
чистоту якого перевіряли за ІФА й ПЛР для підтвердження правильності вставки, а також 5 

відсутності залишків вихідного вірусу. 
 
  

Таблиця 9.2 
 

Характеристики експресійної касети в vSB1-010 
 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Локус 

мvSB1-010 мvSB1-009 
CMV морської 
свинки 

NDV-F VІІd SORF4-US2 

 
Секвенування області вставки підтвердило, що vSB1-010 містить правильні послідовності 10 

промотору CMV морської свинки й гена NDV-F VІІd дикого типу, як це видно з послідовності 
донорської плазміди SB1US2 gpVІІdwtsyn (SEQ ID NO:40). 

Аналіз рекомбінанта методом ПЛР 
Екстрагували ДНК із препарату вірусу сумішшю фенол/хлороформ, осаджували етанолом і 

ресуспендували в 20 мМ HEPES. Складали праймери для ПЛР спеціально для ідентифікації 15 

гена NDV-F VІІd дикого типу, промотору, полі-A, а також чистоти рекомбінантного вірусу від 
вихідного вірусу SB1. Проводили ПЛР при 200 нг ДНК матриці разом із зазначеними парами 
праймерів, наведеними в таблиці 1. Цикли ПЛР за наступних умов (якщо не зазначене інакше): 
2 хв. при 94 °C; 30 циклів по 30 с при 94 °C, 30 с при 55 °C, 3 хв. при 68 °C; і ще 5 хв. при 68 °C. 

Чистоту рекомбінантного вірусу перевіряли методом ПЛР за допомогою пар праймерів, 20 

специфічних до фланкуючих плечей SB1, промотору gpCMV, гену NDV-F VІІd дикого типу й 
синтетичному хвосту. При аналізі також включали праймери, специфічні до HVT, MDV серотипа 
3 (MB080+MB081). Результати ПЛР показали, що рекомбінантний вірус vSB1-010 несе шукану 
експресійну касету, а препарат вірусу вільний від помітної кількості вихідного вірусу SB1-009. 

Імунофлуоресцентне фарбування рекомбінантного вірусу vSB1-010, який експресує два 25 

білки NDV-F 
Для імунофлуоресцентного аналізу матеріал P3 розбавляли середовищем 1:100. Приблизно 

50 мкл розведеного вірусу додавали до 10 мл DMEM+2 % FBS з 1×10
7
 клітин CEF, а потім 

розкапували в 96-комірковий планшет (по 100 мкл на комірку). Планшети інкубували 5 днів при 
37 °C+5 %CO2 доти, поки не з'являться вірусні бляшки. Планшети фіксували 95 % крижаним 30 

ацетоном протягом 3 хвилин і промивали три рази PBS. Додавали курячу антисироватку проти 
вірусу хвороби Ньюкасл (серія C0139, Charles River Laboratories) у розведенні 1:1000 і 
інкубували планшети при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації планшети тричі відмивали PBS і 
додавали антитіло проти курки з FITC (кат. № F8888, Sigma) у розведенні 1:500. Планшети 
знову інкубували при 37 °C протягом 1 год. Після інкубації клітини тричі промивали PBS і 35 

візуалізували їх за допомогою флуоресцентного мікроскопа, використовуючи фільтр для 
ізотіоціанату флуоресцеїну (FITC). 

Результати імунофлуоресцентного фарбування вказують на те, що vSB1-010 проявляє дуже 
сильну експресію білка NDV-F при використанні поліклональних антисироваток і проти білка 
NDV-F CA02, і проти білка NDV-F VІІd. 40 

Висновок 
Виходячи із ПЛР і імунофлуоресцентного аналізу, vSB1-010 є рекомбінантним SB-1, у якого 

в vSB1-009, який уже експресує ген NDV-F CA02, був успішно вставлений ген NDV-F VІІd під 
контролем промотору gpCMV. Отже, vSB1-010 несе гени NDV-F і генотипу VІІd, і CA02, і вільний 
від помітної кількості вихідного vSB1-009. 45 

Приклад 6. Ефективність vHVT110, vHVT111, vHVT114 і vSB1-004, які експресують ген NDV-
F, проти зараження штамами NDV Chimalhuacan і Malaysia (MAL04-01) в 14-денних 
безпатогенних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності трьох рекомбінантних конструкцій з 
HVT (vHVT110, vHVT111 і vHVT114) і однієї рекомбінантної конструкції з SB1 (vSB1-004), які 50 

експресують ген F NDV, проти зараження вірусом хвороби Ньюкасл (штами Chimalhuacan і 
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Malaysia), яке проводилося на 14-денних безпатогенних курчатах. 
Характеристики цих 5 вакцин-кандидатів представлені нижче в таблиці 10. 
 
 

Таблиця 10 
 

Характеристики векторів, що використовувалися в цьому дослідженні із зараження 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 110 HVT IE mCMV wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 111 HVT SV40 wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT114 HVT SV40 opt-VІІd SV40 IG1 

мvSB1-004 SB-1 IE mCMV wt-VІІd SV40 US10 

 5 

У день D0 100 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 10 груп по 
10 птахів. Птахам у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що 
містять задану дозу в 2000 КУО, як описано нижче в таблиці 11. Слід зазначити, що титр vSB1-
004 (31600 КУО) при введенні птахам із груп 6 був набагато вище наміченого. У день D14 птахів 
внутрішньом'язево заражали велогенним штамом NDV Malaysia (генотип VІІd) (підгрупи "a") або 10 

вірулентним штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) (підгрупи "b"). 
 

Таблиця 11 
 

Дослідження із зараження з векторами vHVT110, vHVT111, vHVT114 і vSB1-004 
 
 

Група 
Вакцина в 

перший 
день (D0) 

Серологія 
за NDV в 

D14* 

Ступінь захисту від смертності/захворюваності після 
зараження в 14-денному віці (D14) 

Штам Malaysia Штам Chimalhuacan 

G1a – 
0/10 

0 %/0 % - 

G1b – - 0 %/0 % 

G2a vHVT 110 
7/10 

100 %/89 % - 

G2b vVHT110 - 100 %/70 % 

G3a vHVT 111 
2/10 

30 %/20 % - 

G3b vHVT 111 - 67 %/11 % 

G4a vHVT114 
9/10 

100 %/100 % - 

G4b vHVT114 - 89 %/89 % 

G5a vSB1-004 
3/10 

70 %/50 % - 

G5b vSB1-004 - 40 %/30 % 

 
* Кількість птахів, позитивних за тестом HI на NDV / загальне число протестованих 
 15 

Кожну групу спостерігали до й після зараження. Щодня оцінювали клінічні ознаки після 
зараження в такий спосіб: здорові / зі специфічними симптомами (скуйовджене пір'я, прострація, 
кривошия, тремор) / мертві. У день D14 у кожній групі брали зразки сироватки на серологічне 
дослідження (тест на інгібування гемаглютинації (HI) вірусом хвороби Ньюкасл (NDV). 

Як і очікувалося, не привиті тварини (G1a і G1b) не проявляли антитіл до NDV у день D14. У 20 

кожній з вакцинованих груп (підгрупи "a" і "b" від G2 до G5) відзначалася сероконверсія з 
низьким титром (середній титр HI <0,6 log10), підтверджуючи одержання вакцини. Кількість 
позитивних птахів від загального числа протестованих залежало від групи й було найбільшим 
(90 %) у птахів, вакцинованих vHVT114 (див. наведену вище таблицю). 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлена в наведеній вище таблиці. У 25 

контрольних групах G1a і G1b спостерігалася повна сприйнятливість, що підтверджує більшу 
тяжкість захворювання при обох зараженнях. Найнижчі рівні захисту спостерігалися в групах, 
вакцинованих vHVT111 або vSB1-004. Найвищий ступінь захисту від захворюваності й 
смертності відзначалася в групах, вакцинованих vHVT110 або vHVT114, незалежно від того, 
який штам використовувався для зараження (гомологічний штам, тобто Malaysia генотипу VІІd, 30 

або гетерологічний штам, тобто Chimalhuacan генотипу V). Спостерігалася кореляція між % 
птахів, позитивних за тестом HI до зараження, і ступенем захисту в %. 
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Відмінності за ступенем захисту між vHVT110 і vHVT111 наочно показують важливе 
значення промотору, причому промотор IE mCMV виявився більш сильним, ніж промотор SV40 
для транскрипції гена F дикого типу (wt) генотипу VІІd. Відмінності за ступенем захисту між 
vHVT111 і vHVT114 ілюструють важливе значення нуклеотидної послідовності гена F, причому 
оптимізована послідовність виявилася більш сильною, ніж послідовність дикого типу (або 5 

природна). 
На закінчення, результати даного дослідження показали важливе значення промотору й 

нуклеотидної послідовності гена F при захисті від ND, яку індукували вектори-вакцини з вірусу 
хвороби Марека. Для найкращих показників ефективності необхідна оптимальна комбінація цих 
факторів, як в vHVT114. 10 

Приклад 7. Ефективність vHVT114, vHVT116, vHVT301, vHVT302 і vHVT303, які експресують 
ген NDV-F, проти зараження штамом NDV Texas GB в 14-денних безпатогенних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності 2 одинарних рекомбінантних 
конструкцій з HVT (vHVT114 і vHVT116), які експресують ген F NDV, і 3 подвійних 
рекомбінантних конструкцій з HVT (vHVT-301, vHVT302 і vHVT303), які експресують і ген F NDV, 15 

і ген VP2 IBDV, проти зараження вірусом хвороби Ньюкасл (штам Texas GB, генотип II), яке 
проводилося на 14-денних безпатогенних курчатах. 

Характеристики цих 4 вакцин-кандидатів представлені нижче в таблиці 12. 
 
 20 

Таблиця 12 
 

Характеристики векторів, що використовувалися в цьому дослідженні із зараження 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT114 HVT SV40 Opt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 116 HVT SV40 Opt-V SV40 IG1 

vHVT 301 vHVT13* SV40 Wt-VІІd SV40 IG2 

vHVT 302 vHVT13 US10 Opt-VІІd US10 US10 

vHVT 303 vHVT13 US10 Opt-V US10 US10 

 
* vHVT13 є активним інгредієнтом ліцензованої вакцини Vaxxitek HVT-IBD на основі вектора 

з HVT, який експресує ген VP2 IBDV (див. US 5,980,906 і EP 0 719 864). 
 
У день D0 120 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 6 груп по 25 

20 птахів. Птахам у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що 
містять задану дозу в 1000 КУО, як описано нижче в таблиці 13. У день D14 птахів 
внутрішньом'язево заражали велогенним штамом NDV Texas GB (генотип II) у дозі 4,5 log10 
EID50. 

 30 

 
 

Таблиця 13 
 

Результати ефективності 
 

Група 
Вакцина в перший 

день (D0) 
Ступінь клінічного захисту (кількість інфікованих/загальне 

число) після зараження в 14-денному віці (D14) 

G1 – 0 % (20/20) 

G2 vHVT114 80 % (4/20) 

G3 vHVT 116 70 % (6/20) 

G4 vHVT 301 15 % (17/20) 

G5 vHVT 302 52,6 % (9/19)* 

G6 vHVT 303 15 % (17/20) 

 
* Один птах помер ще до зараження 
 35 

Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки й смертність 
після зараження NDV. 
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Ступінь клінічного захисту представлена в наведеній вище таблиці. У невакцинованій 
зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що підтверджує більшу 
тяжкість захворювання при зараженні. Частковий захист спостерігався в 5 вакцин-кандидатів, а 
найкращі результати відзначалися в vHVT114 і vHVT116. Серед подвійних HVT-рекомбінантів 
найбільший захист давав vHVT302. Він виявив себе краще, чим vHVT303, свідчачи про те, що 5 

оптимізований ген F NDV генотипу VІІd може давати кращий перехресний захист від зараження 
генотипом II, ніж оптимізований ген F NDV генотипу V. Така ж тенденція спостерігалася й з 
одинарним HVT, vHVT114 (ген VІІd), який виявив себе дещо краще, ніж vHVT116 (ген V), але 
різниця була менш вираженою. Ці результати показують, що гени F NDV обох генотипів VІІd і V, 
вставлені в HVT-вектор, дають перехресний захист від зараження гетерологічним NDV генотипу 10 

II; причому ген VІІd може потенційно давати кращий перехресний захист. vHVT302 індукував 
кращий захист від ND, ніж vHVT301, що підтверджує важливе значення промотору, полі-A і 
локусу вставки. На закінчення, результати даного дослідження показали, що досліджені 
вектори-вакцини з вірусу хвороби Марека дають дуже гарний ранній захист від ND, особливо 
для дослідженого одинарного HVT-ND. 15 

Приклад 8. Ефективність vHVT114, vHVT116, vSB1-007, vSB1-008 (одного або разом з 
vHVT13) і vHVT304 проти зараження штамами NDV ZJ1 (генотип VІІd) і California/02 (генотип V) 
в 21-денних безпатогенних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності 2 одинарних рекомбінантних 
конструкцій з HVT (vHVT114 і vHVT116), 2 рекомбінантних конструкцій з SB1 (vSB1-007 і vSB1-20 

008), які експресують ген F NDV, і подвійного рекомбінанта з HVT (vHVT304) проти зараження 
вірусом хвороби Ньюкасл штамів NDV ZJ1 (генотип VІІd) і California/02 (генотип V), яке 
проводилося на 21-денних безпатогенних курчатах. 

Характеристики цих 5 вакцин-кандидатів представлені нижче в таблиці 14. 
 25 

 
Таблиця 14 

 
Характеристики векторів, що використовувалися в цьому дослідженні із зараження 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT114 HVT SV40 Opt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 116 HVT SV40 Opt-V SV40 IG1 

мvSB1-007 SB-1 SV40 Opt-VІІd gC UL44 (gC) 

мvSB1-008 SB-1 SV40 Opt-V SV40 IG1 

vHVT 304 vHVT13* SV40 Opt-VІІd Synth IG2 

 
* vHVT13 є активним інгредієнтом ліцензованої вакцини Vaxxitek HVT-IBD на основі вектора 

з HVT, який експресує ген VP2 IBDV (див. US 5,980,906 і EP 0 719 864). 
 30 

У день D0 158 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 6 груп по 
24 птаха (вакциновані) і 1 групу з 12 птахів (невакциновані контролі). Птахам у день D0 уводили 
підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 1000 КУО, як 
описано нижче в таблиці 15. Потім птахів розділяли на дві підгрупи, яких у день D21 
внутрішньом'язево заражали велогенним штамом NDV ZJ1 (генотип VІІd) або California/02 35 

(генотип V) у дозі 5 log10 EID50. 
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Таблиця 15 
 

Результати ефективності 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 

Ступінь клінічного захисту (%) 

CA/02 (генотип V) ZJ1 (генотип VІІd) 

G1 – 0 % 0 % 

G2 vHVT114 100 % 100 % 

G3 vHVT 116 100 % 90 % 

G4 мvSB1-007 92 % 100 % 

G5 мvSB1-008 100 % 100 % 

G6 vSB1-008+vHVT13 100 % 83 % 

G7 vHVT 304 92 % 75 % 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Технічні проблеми з ізоляторами скоротили 5 

число птахів у групі 2 (vHVT114: з 24 до 14) і в групі 3 (vHVT116: з 24 до 20). Відзначали клінічні 
ознаки після зараження NDV. Брали сироватку зі зразків крові від птахів із груп 2 і 7 перед 
зараженням (D21) для серології на NDV за тестом HI, використовуючи кожний зі штамів, що 
заражають, як антиген. 

Середні серологічні титри HI у групах G2 і G7 до зараження представлені на Фіг. 10. В обох 10 

групах титри HI були вище з антигеном ZJ1. Титри HI, індуковані vHVT114, були вище, ніж 
індуковані vHVT304. 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлена в наведеній вище таблиці. У 
невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 
підтверджує більшу тяжкість захворювання при зараженні. Усі вакцини давали високий ступінь 15 

захисту від зараження. Повний клінічний захист від зараження обома штамами давали vHVT114 
і vSB1-008. Зберігаючи ту ж тенденцію, що й титри, vHVT304 забезпечував дещо більший захист 
від ND, ніж vHVT114. 

Виділення вірусу оцінювали після зараження методом ЗТ-ПЛР у реальному часі в мазках з 
ротової порожнини й клоаки, узятих через 2 і 4 дня після зараження. На Фіг. 11A і 11B 20 

представлені відсотки позитивних (Ct<40) птахів. Слід зазначити, що в контрольній групі, 
зараженій ізолятом CA/02, через 4 дні після зараження вмерли всі 6 птахів, а в контрольній 
групі, зараженій ZJ1, тільки один птах залишався живий через 4 дні після зараження. У всіх 
контрольних птахів відзначалося виділення вірусу. У всіх вакцинованих групах спостерігалося 
зниження відсотка птахів, позитивних за виділенням вірусу. 25 

На закінчення, результати даного дослідження показали, що досліджені вектори-вакцини з 
вірусу хвороби Марека дають дуже гарний захист від ND в 3-тижневому віці. 

Приклад 9. Ефективність vHVT114, vSB1-007, vSB1-009, vHVT306 і vHVT307 як вакцин проти 
зараження штамом NDV Texas GB в 28-денних безпатогенних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності різних комбінацій векторів-вакцин з 30 

вірусу хвороби Марека, які експресують ген F NDV і/або ген VP2 IBDV, проти зараження вірусом 
хвороби Ньюкасл (штам Texas GB, генотип II), яке проводилося на 28-денних безпатогенних 
курчатах. 

Характеристики 5 рекомбінантних вакцин-кандидатів, протестованих у цьому дослідженні, 
представлені нижче в таблиці 16. 35 



UA   118651   C2 

27 

 
 
 

Таблиця 16 
 

Характеристики векторів, які використовувалися в цьому дослідженні із зараження 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT114 HVT SV40 opt-VІІd SV40 IG1 

мvSB1-007 SB-1 SV40 opt-VІІd gC UL44 (gC) 

мvSB1-009 SB-1 SV40 opt-v gC UL44 (gC) 

vHVT 306 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. SORF3-US2 

vHVT 307 vHVT13 SV40 opt-v синтетич. SORF3-US2 

 
У деяких групах у комбінації з рекомбінантними вірусами також використовували вакцини з 5 

вірусу хвороби Марека серотипа 1 (штам CVI988 або Rispens; герпесвірус курячих 2) і серотипа 
2 (штам SB-1; герпесвірус курячих 3). 

У день D0 135 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 9 груп по 
15 птахів. Птахам у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл вакцин, що містять задану дозу 
в 2000 КУО для рекомбінантних вакцин (vSB1-007, vSB1-009, vHVT13, vHVT306, vHVT307, 10 

vHVT114) і 1000 КУО для вихідних вакцинних штамів хвороби Марека (SB-1 і CVI988). Склад цих 
9 груп представлений нижче в таблиці 17. У день D28 птахів внутрішньом'язево заражали 
велогенним штамом NDV Texas GB (генотип II) у дозі 4,0 log10 EID50. 

 
 15 

Таблиця 17 
 

Результати ефективності 
 

Група Вакцина в перший день (D0) 
Ступінь захисту від ND (%) після зараження в 

28-денному віці (D28) 

G1 – 0 % 

G2 vSB1-007+vHVT13 80 % 

G3 мvSB1-009 100 % 

G4 vSB1-009+vHVT13 86 % 

G5 vSB1-009+vHVT13+CVI988 93 % 

G6 vHVT 306+SB-1 100 % 

G7 vHVT 307 100 % 

G8 vHVT 307+SB-1 93 % 

G9 vHVT114+vHVT13+SB-1 100 % 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки після зараження 

NDV. 
Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлена в наведеній вище таблиці. У 

невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 20 

підтверджує більшу серйозність зараження. У всіх вакцинованих групах спостерігалася 
найвищий ступінь захисту. Повний захист відзначався в птахів із груп G3, G6, G7 і G9. Дане 
дослідження показує, що кандидати vSB1-ND можуть уводитися разом з vHVT13 і CVI988 і як і 
раніше забезпечувати дуже гарний захист від ND. Точно так само подвійні HVT-IBD+ND сумісні з 
SB-1, а vHVT-ND (vHVT114) можуть бути поєднані з vHVT13 і SB-1. 25 

На закінчення, результати даного дослідження показують відсутність інтерференції при 
захисті від ND, індукованої дослідженими вихідними й векторними вакцинами з вірусу хвороби 
Марека. 

Приклад 10. Ефективність vHVT114, vHVT307, vSB1-007 і vSB1-009 у комбінації з vHVT13 
проти зараження штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) в 28-денних безпатогенних курчат  30 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності 1 рекомбінантної конструкції з HVT 
(vHVT114) і 2 рекомбінантних конструкцій з SB1 (vSB1-007 і vSB1-009), які експресують ген F 
NDV, у комбінації з vHVT-IBD (vHVT13), а також подвійного HVT (vHVT307), який експресує й F 
NDV, і VP2 IBDV, проти зараження вірусом хвороби Ньюкасл (Chimalhuacan, генотип V), яке 
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проводилося на 28-денних безпатогенних курчатах. 
Характеристики цих 4 вакцин-кандидатів представлені нижче в таблиці 18. 
 

Таблиця 18 
 

Характеристики векторів, що використовувалися в цьому дослідженні із зараження 
 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT114 HVT SV40 opt-VІІd SV40 IG1 

мvSB1-007 SB-1 SV40 opt-VІІd gC UL44 (gC) 

мvSB1-009 SB-1 SV40 opt-v gC UL44 (gC) 

vHVT 307 vHVT13 SV40 opt-v синтетич. SORF3-US2 

 
У день D0 45 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 4 групи по 5 

10 птахів і 1 групу з 5 птахів (невакцинована контрольна група). Птахам у день D0 уводили 
підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 2000 КУО, як 
описано нижче в таблиці 19. У день D28 птахів внутрішньом'язево заражали велогенним 
штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) у дозі 5,0 log10 EID50. 

 10 

  
 

Таблиця 19 
 

Результати ефективності 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 
Захист від смертності 

(%) 
Захист від захворюваності 

(%) 

G1 – 0 % 0 % 

G2 vHVT114+vHVT13 100 % 100 % 

G3 vHVT307 80 % 80 % 

G4 vSB1-007+vHVT13 90 % 90 % 

G5 vSB1-009+vHVT13 90 % 90 % 

 
 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки після зараження 15 

NDV. У вакцинованих групах брали мазки з ротоглотки через 5 і 7 днів після зараження, щоб 
оцінити вірусне навантаження методом ЗТ-ПЛР. 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлена в наведеній вище таблиці. У 
невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 
підтверджує більшу серйозність зараження. У всіх 4 вакцинованих групах спостерігався дуже 20 

гарний захист, а повний клінічний захист давали vHVT114+vHVT13. 
Відсоток позитивних птахів і середній титр вірусу, що виділяється (у вигляді log10 EID50 

еквівалента на мл) представлені на Фіг. 12A і 12B. Неочікувано, виділення вірусу не виявлялося 
в групі G2, що означає повний захист (і від клінічних ознак, і від викиду вірусу) від ND, яку дає 
vHVT114 навіть при введенні разом з vHVT13, за умов тестування. В інших вакцинованих групах 25 

виявлявся дуже низький рівень викиду, а в групі G3 (vHVT307) проявлявся декілька більш 
високий рівень тільки через 5 днів після зараження. 

На закінчення, цей приклад ще більше ілюструє високий захист від ND, яку дає подвійний 
рекомбінант HVT-IBD+ND або комбінація з рекомбінантних вірусів SB1-ND або HVT-ND і HVT-
IBD (vHVT13). На противагу загальній думці в даній галузі, що друга вакцина з HVT (звичайна 30 

вакцина з HVT або рекомбінантна вакцина з HVT) заважає проявленню імунітету до чужорідних 
генів, вбудованих у першу рекомбінантну вакцину з HVT, даний винахід дав несподіваний 
результат, що vHVT114 у комбінації з vHVT13 дає високий захист від NDV і не спостерігається 
ефект інтерференції. 

Приклад 11. Ефективність vHVT306 і vSB1-008 у комбінації з vHVT13 при підшкірному 35 

уведенні або in ovo проти зараження штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) у 28-денних 
безпатогенних курчат  

Метою даного дослідження була оцінка ефективності vHVT306 - подвійного HVT, який 
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експресує і ген F NDV, і ген VP2 IBDV, та vSB1-008 - рекомбінанта SB1, який експресує ген F 
NDV, у комбінації з vHVT-IBD (vHVT13), при введенні in ovo або підшкірно, проти зараження 
вірусом хвороби Ньюкасл (Chimalhuacan, генотип V), яке проводилося на 28-денних 
безпатогенних курчатах. 

Характеристики цих 2 вакцин-кандидатів проти ND представлено в таблиці 14 (vSB1-008) і в 5 

таблиці 16 (vHVT306). 
Склад груп представлено в таблиці 20. Для введення in ovo використовували 60 

безпатогенних яєць із ембріонами (приблизно після 18 днів і 18 годин інкубації; D-3) (по 20 на 
групу для G1, G2 і G3). При введенні in ovo уводили 50 мкл вакцини, що містить 2000 КУО, за 
допомогою обладнання Intellilab System фірми Avitech LLC (SalIsbury, MD, USA). Після введення 10 

in ovo відзначали вихід пташенят та їх виживання. У день D0 20 одноденних безпатогенних 
курчат випадковим чином розбивали на 2 групи по 10 птахів (G4 і G5). Птахам у день D0 
уводили підшкірно (п/ш) у шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 2000 
КУО, як описано нижче в таблиці 20. У день D28 по 10 птахів на групу заражали 
внутрішньом'язево велогенним штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) у дозі 5,0 log10 EID50. 15 

 
Таблиця 20 

 
Схема дослідження й результати ефективності від ND 

 
 

Група 
Вакцина в перший 

день (D0) 
Спосіб 

уведення 
Захист від 

смертності (%) 
Захист від 

захворюваності (%) 

G1 vHVT13 in ovo 0 % 0 % 

G2 vHVT 306 in ovo 100 % 100 % 

G3 vSB1-008+vHVT13 in ovo 78 % 68 % 

G4 vHVT 306 п/ш 100 % 100 % 

G5 vSB1-008+vHVT13 п/ш 100 % 70 % 

 
За кожною групою спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки після 

зараження NDV. У вакцинованих групах брали мазки з ротоглотки через 5 і 7 днів після 
зараження, щоб оцінити вірусне навантаження методом ЗТ-ПЛР у реальному часі. 20 

У птахів у групах G1 і G2 відзначалася повний вихід пташенят і виживання аж до D28 (дня 
зараження). У групі G3 вихід склав 85 % і ще один птах у цій групі вмер після викльовування з 
яйця. Менший вихід у цій групі може бути викликаний проблемами з інкубатором. Вага тіла в 
самців і самок у групах G1, G2 і G3 був однаковим і в день D1, і в день D28. 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлено в таблиці 20. У 25 

невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 
підтверджує більшу серйозність зараження. У всіх 4 вакцинованих групах спостерігався дуже 
гарний захист, а повний клінічний захист давав vHVT306 при обох способах уведення. 

Відсоток позитивних птахів і середній титр вірусу, що виділяється (в еквівалентах log10 EID50 
на мл) представлено в таблиці 21. У групах G2 і G4, вакцинованих vHVT306, спостерігалася 30 

явна відсутність або дуже слабке виділення вірусу. У групах, вакцинованих vSB1-008+vHVT13, 
рівень викиду був вище, особливо через 5 днів після зараження (pi). 
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Таблиця 21 
 

Результати по захисту від виділення вірусу (відсоток птахів з помітним викидом і середнє 
вірусне навантаження в log10) при оцінці в день D5 і D7 після зараження NDV 

 

Група 
Вакцина в перший 

день (D0) 
Спосіб 

уведення 

Відсоток 
позитивних птахів 

(D5/D7 pi) 

Середнє вірусне 
навантаження* 

(D5/D7 pi) 

G2 vHVT 306 in ovo 0/0 % 2,7/2,7 

G3 vSB1-008+vHVT13 in ovo 100/38 % 5,2/3,2 

G4 vHVT 306 п/ш 20/10 % 3,2/2,9 

G5 vSB1-008+vHVT13 п/ш 80/50 % 4,6/3,4 

 
* Середнє значення при кількісному ПЛР у реальному часі, виражене в еквівалентах log10 5 

EID50; граничне значення приймали рівним 2,7 log10. 
 
На закінчення, цей приклад показує, що подвійний рекомбінант HVT - vHVT306 дає чудовий 

захист від ND при введенні як in ovo, так і підшкірно. vSB1-008+vHVT13 проявив себе дещо 
гірше, особливо при введенні in ovo, але це може пояснюватися, принаймні частково, 10 

проблемами з інкубатором. Дійсно, при тестуванні безпеки in ovo іншого рекомбінанта SB1-ND 
(vSB1-009) при 1000 або 4000 КУО разом з 6000 КУО vHVT13 не проявлялося ніяких 
відмінностей за виходом й ранньому виживанню від групи, що одержувала тільки 6000 КУО 
vHVT13. 

Приклад 12. Ефективність vHVT304, vHVT306, vSB1-007 і vSB1-008 у комбінації з vHVT13 15 

проти зараження штамом NDV Chimalhuacan (генотип V) в 42-денних комерційних бройлерних 
курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності двох подвійних HVT (vHVT304 і 
vHVT306), які експресують і ген F NDV і ген VP2 IBDV, і двох рекомбінантів SB1 (vSB1-007 і 
vSB1-008), які експресують ген F NDV, у комбінації з vHVT-ibd (vHVT13), проти зараження 20 

вірусом хвороби Ньюкасл (Chimalhuacan, генотип V), яке проводилося на 42-денних 
комерційних бройлерних курчатах. 

Характеристики цих 4 вакцин-кандидатів проти ND представлено в таблиці 14 і 16. Склад 
груп представлено в таблиці 22. У день D0 55 одноденних комерційних бройлерних курчат 
випадковим чином розбивали на 5 груп по 11 птахів. Птахам у день D0 уводили підшкірно (п/ш) 25 

у шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 2000 КУО, як описано нижче в 
таблиці 22. У день D42 по 10 птахів на групу заражали внутрішньом'язево велогенним штамом 
NDV Chimalhuacan (генотип V) у дозі 5,0 log10 EID50. 

 
 30 

Таблиця 22 
 

Схема дослідження й результати ефективності від ND 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 
Захист від смертності (%) 

Захист від захворюваності 
(%) 

G1 vHVT13 0 % 0 % 

G2 vHVT 304 82 % 82 % 

G3 vHVT 306 100 % 100 % 

G4 vSB1-007+vHVT13 100 % 100 % 

G5 vSB1-008+vHVT13 91 % 91 % 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки протягом 14 днів 

після зараження NDV. У вакцинованих групах брали мазки з ротоглотки через 5 і 7 днів після 
зараження, щоб оцінити вірусне навантаження методом ЗТ-ПЛР у реальному часі. 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлено в таблиці 22. У 35 

невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 
підтверджує більшу серйозність зараження. У всіх 4 вакцинованих групах спостерігався дуже 
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гарний захист, а повний клінічний захист давали vHVT306 і vSB1-007+vHVT13. 
Відсоток позитивних птахів і середній титр вірусу, що виділяється (в еквівалентах log10 EID50 

на мл) представлено в таблиці 23. Найбільше зниження викиду давали vHVT306 і vSB1-
007+vHVT13, які також були найкращими кандидатами для клінічного захисту. 

 5 

 
Таблиця 23 

 
Результати по захисту від виділення вірусу (відсоток птахів з помітним викидом і середнє 

вірусне навантаження в log10) при оцінці в день D5 і D7 після зараження NDV (pi) 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 
Відсоток позитивних 

птахів (D5/D7 pi) 
Середнє вірусне 

навантаження* (D5/D7 pi) 

G2 vHVT 304 100/100 % 5,4/4,6 

G3 vHVT 306 40/50 % 3,5/3,7 

G4 vSB1-007+vHVT13 80/70 % 3,8/4,8 

G5 vSB1-008+vHVT13 100/100 % 4,8/4,3 

 
* Середнє значення при кількісному ПЛР у реальному часі, виражене в еквівалентах log10 

EID50; граничне значення приймали рівним 2,7 log10.  
 10 

Як виявилося, vHVT306 давав кращий захист від ND, ніж vHVT304. Ці два подвійні HVT 
містять ту саму експресійну касету NDV F, але вона вставлена у два різні локуси, а касета VP2 
IBDV вставлена в тому самому положенні. Так що цей приклад ілюструє важливе значення 
локусу вставки при розробці рекомбінантів HVT. vSB1-007+vHVT13 проявив себе краще, ніж 
vSB1-008+vHVT13. Геномна структура vSB1-007 відрізняється від такої в vSB1-008 у різних 15 

аспектах: за локусом вставки, промотором, сигналом полі-аденілювання й походженням гена F. 
Комбінація цих чужорідних послідовностей і локусу вставки в vSB1-007 швидше за все 
відповідальні за його кращі показники захисту від ND. 

На закінчення, цей приклад показує важливе значення локусу вставки й інших регуляторних 
послідовностей в експресійній касеті NDV при захисті від ND, індукованій векторами з HVT і 20 

MDV серотипа 2. 
Приклад 13. Ефективність рекомбінантних вакцин HVT-ND+IBD (vHVT304 і vHVT306) або 

SB1-ND (vSB1-008) у комбінації з vHVT13 проти зараження класичним ізолятом IBDV в 14-
денних безпатогенних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності на ранній стадії IBD у подвійних 25 

рекомбінантів HVT – vHVT304 і vHVT306, а також vHVT13 при спільному уведенні з 
рекомбінантною конструкцією SB1-ND (vSB1-008) проти зараження вірулентним штамом 
(Faragher 52/70) вірусу інфекційного бурситу (vIBDV), яке проводилося на 14-денних 
безпатогенних курчатах. 

Характеристики подвійних рекомбінантів HVT і SB1, що використовувалися в даному 30 

дослідженні, представлено в таблиці 14 і 16. 
У день D0 95 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 9 груп по 

10 птахів і 1 групу з 5 птахів (невакцинована незаражена контрольна група). Птахам у день D0 
уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 300 або 
1000 КУО, як описано нижче в таблиці 24. У день D1 брали проби крові в 5 птахів на групу для 35 

серологічного дослідження за допомогою набору Proflok® Plus IBD (Synbiotics Corp). У день D14 
птахів (по 10 птахів на групу, за винятком групи 7, у якій 1 птах умер ще до зараження) 
заражали за допомогою очних крапель (0,05 мл на птаха) у дозі 2,5 log10 EID50. 
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Таблиця 24 
 

Схема дослідження й результати ефективності від IBD 
 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(доза в КУО) 

Титр за 
ELISA 
IBD+ в 
D141 

Кіл-ть 
померлі 
/захв.

2
 

Ступінь 
захисту 

(%)
3
 

Середнє 
співвідн. 

фабрицієва 
сумка/вага 

тіла
4
 

G1 мvSB1-008 (1000) 0,2 7/10 0 % 0,0013 

G2 vHVT13 (300) 2,7 0/0 100 % 0,0051 

G3 vHVT13 (1000) 2,7 0/0 90 % 0,0049 

G4 
vHVT13+ мvSB1-008 
(300) 

1,9 1/1 60 % 0,0041 

G5 
vHVT13+мvSB1-008 
(1000) 

2,4 0/0 70 % 0,0041 

G6 vHVT 304 (300) 2,9 0/0 60 % 0,0037 

G7 vHVT 304 (1000) 2,2 0/0 67 % 0,0047 

G8 vHVT 306 (300) 2,4 0/0 80 % 0,0033 

G9 vHVT 306 (1000) 2,7 0/0 40 % 0,0026 
 

1
 Середній титр по ELISA IBD+ у сироватці від 5 птахів на групу, узятій в день D14 перед 5 

зараженням, виражений в log10 
2
 Хворими вважалися птахи, що хворіли більше 2 днів або, що продовжували хворіти в день 

D25 
3
 Захист від клінічних ознак і важкого ураження фабрицієвої сумки (бурсальний показник <3) 

4
 Співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла в невакцинованій/незараженій групі склало 10 

0,0047. 
 
 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки протягом 11 днів 

після зараження IBDV (від D15 по D25). По закінченню періоду спостереження після зараження 15 

(D33) усіх птахів, що вижили, піддавали евтаназії й проводили розтин. Визначали вагу тіла й 
фабрицієвої сумки. Кожну фабрицієву сумку (BF) зважували, а потім зберігали в індивідуальних 
посудинах, що містять 4 % формальдегіду для гістології. Гістологічні ураження фабрицієвої 
сумки оцінювали за шкалою, представленою у таблиці 25. 

20 
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Таблиця 25 
 

Шкала оцінки гістологічних уражень фабрицієвої сумки
* 

 

Бали Гістологічні спостереження/ураження 

0 Уражень немає, нормальна фабрицієва сумка 

1 Від 1 % до 25 % фолікулів проявляють лімфоїдне виснаження (тобто виснаження 
менше ніж на 50 % в 1 ураженому фолікулі), приплив гетерофілів в уражені ділянки 

2 Від 26 % до 50 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження (тобто 
виснаження більше ніж на 75 % в 1 ураженому фолікулі), уражені фолікули 
проявляють некроз і може проявлятися сильний приплив гетерофілів 

3 Від 51 % до 75 % фолікулів проявляють лімфоїдне виснаження; уражені фолікули 
проявляють некротичні ураження й виявляється сильний приплив гетерофілів 

4 Від 76 % до 100 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження; 
виявляється гіперплазія й структури типу цист; уражені фолікули проявляють 
некротичні ураження й виявляється сильний приплив гетерофілів 

5 100 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження; повна втрата 
структури фолікулів, потовщений і згорнутий епітелій, фіброз тканин фабрицієвої 
сумки 

 

*
 Джерело: Monograph No. 01/2008:0587 °F EU Pharmacopoeia "Avian Infectious Bursal Disease 

vaccine (live)" 5 

 
Птах вважався ураженим, якщо він гинув й/або проявляв помітні ознаки захворювання й/або 

важкі ураження фабрицієвої сумки (тобто гістологічний показник (3). 
Середні титри антитіл по ELISA IBD+, виражені в log10 перед зараженням, представлено в 

таблиці 24. У всіх вакцинованих групах виявлялися істотні титри, які були значно вищими, ніж у 10 

контрольній групі G1. Серологічний титр не залежав від дози. 
У всіх птахів контрольної групи G1 спостерігалися важкі клінічні ознаки після зараження. У 

цій групі за період спостереження в 11 днів вмерло 7 з 10 птахів, що вказує на більшу 
серйозність зараження. Жодний з вакцинованих птахів не проявляв важких клінічних ознак після 
зараження, за винятком 1 птаха з G4, який вмер. Ступінь захисту від важкого ураження 15 

фабрицієвої сумки представлено в наведеній вище таблиці. У всіх групах спостерігався істотний 
захист від IBD, а найкращий захист спостерігався в групах G2 і G3 (тільки один vHVT13). 
Одночасне введення vSB1-008+vHVT13 і подвійних конструкцій vHVT304 і vHVT306 давало 
близькі рівні захисту від IBD. Захист не залежав від дози при досліджених дозах. У таблиці 24 
також представлене середнє співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла. Це співвідношення у 20 

всіх вакцинованих групах було вищим, ніж у зараженій контрольній групі. 
На закінчення, ці дані показують, що комбінації вектора SB1-ND як з одинарним HVT-IBD, 

так і з подвійним HVT, який експресує і NDV-F, і IBDV-VP2, індукують антитіла й ранній захист 
від IBD на моделі важкого зараження IBDV. 

Приклад 14. Ефективність одинарних рекомбінантних вакцин HVT-ND (vHVT114) або SB1-25 

ND (vSB1-007 і vSB1-009) у комбінації з vHVT13 проти зараження дуже вірулентним ізолятом 
IBDV в 23-денних комерційних бройлерних курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності від IBD при введенні vHVT13 разом з 
рекомбінантними конструкціями HVT-ND (vHVT114) або SB1-ND (vSB1-007 і vSB1-009) проти 
зараження дуже вірулентним вірусом інфекційного бурситу (vvIBDV) (91-168/980702), яке 30 

проводилося на 23-денних комерційних бройлерних курчатах. 
Характеристики цих 4 вакцин-кандидатів представлені в таблиці 14 і 16. У день D0 90 

одноденних бройлерних курчат випадковим чином розбивали на 7 груп по 12 птахів і 1 групу з 6 
птахів (невакцинована незаражена контрольна група). Птахам у день D0 уводили підшкірно в 
шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 3000 КУО, як описано в таблиці 35 

26. У день D14 брали проби крові в 5 птахів на групу для серологічного дослідження за 
допомогою набору Proflok® Plus IBD (Synbiotics Corp). Сироватки ще 10 одноденних бройлерних 
курчат в D0 тестували з тим же самим набором, щоб оцінити рівень материнських антитіл до 
IBDV. У день D23 птахів (по 10 птахів на групу) заражали за допомогою очних крапель (0,05 мл 
на птаха) у дозі 4,3 log10 EID50 ізоляту vvIBDV 91-168. 40 

Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки протягом 11 днів 
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після зараження IBDV (від D23 по D33). По закінченню періоду спостереження після зараження 
(D33) усіх птахів, що вижили, піддавали евтаназії й проводили розтин. Визначали вагу тіла й 
фабрицієвої сумки. Кожну фабрицієву сумку (BF) зважували, а потім зберігали в індивідуальних 
посудинах, що містять 4 % формальдегіду для гістології. Гістологічні ураження фабрицієвої 
сумки оцінювали за шкалою, представленою у таблиці 25. 5 

Птах вважався зараженим, якщо він гинув й/або проявляв помітні ознаки захворювання 
й/або важкі ураження фабрицієвої сумки (тобто гістологічний показник (3). 

 
Таблиця 26 

 
Схема дослідження й результати по серології 

 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 
Титр по ELISA IBD+ 

в D231 
Середнє співвіднош. фабрицієва 

сумка/вага тіла
2
 

G1 – 3,9 0,0007 

G2 vHVT13 4,0 0,0015 

G3 vHVT114+vHVT13 4,1 0,0015 

G4 мvSB1-007+vHVT13 3,8 0,0018 

G5 мvSB1-009+vHVT13 4,0 0,0019 
 

1
 Середній титр по ELISA IBD+ у сироватці від 5 птахів на групу, узятої в день D23 перед 10 

зараженням, виражений в log10 
2
 Співвідношення сумка/вага тіла в невакцинованій/незараженій групі склало 0,0047. 

 
Середній серологічний титр по ELISA IBD+ у день D0 склав 4,36±0,01 log10, що вказує на 

дуже високий рівень материнських антитіл до IBD на момент викльовування з яйця. У день D23 15 

середній титр по ELISA IBD+ був усе ще високим (3,9) у контрольній групі G1. Середні титри 
ELISA у вакцинованих групах не відрізнялися суттєво від таких у контрольній групі. 

У жодній із груп після зараження не спостерігалося ні захворюваності, ні смертності. Ступінь 
захисту від важкого ураження сумки представлено вище в таблиці 26. Результати показують, 
що одночасне введення vHVT114, vSB1-007 або vSB1-009 не заважало vHVT13 викликати 20 

захист від IBD, що вказує на відсутність інтерференції. Аналогічним чином, середні 
співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла у вакцинованих групах були близькими і явно 
вищими, ніж у контрольній групі, указуючи на захист від IBD і відсутність відмінностей між 
схемами вакцинації. 

На закінчення, ці дані свідчать про сумісність між vHVT114, vSB1-007 або vSB1-009 і vHVT13 25 

при захисті від IBD. Відсутність інтерференції між двома векторами з HVT при захисті від IBD 
була знову несподіваною і підтверджувала результати, отримані у щодо захисту від ND (див. 
приклад 10). 

Приклад 15. Ефективність подвійних рекомбінантних вакцин HVT-ND+IBD (vHVT304 і 
vHVT306) разом з SB-1 або без нього й SB1-ND (vSB1-007 і vSB1-008) у комбінації з vHVT13 30 

проти зараження ізолятом варіанта E IBDV у 28-денних безпатогенних курчат 
Метою даного дослідження була оцінка ефективності двох подвійних вакцин з векторами з 

HVT (HVT-ND+IBD: vHVT304 і vHVT306) або двох vSB-1-NDV у комбінації з vHVT13 (vSB1-
007+vHVT13, vSB1-008+vHVT13) при підшкірному уведенні 1-денним безпатогенним курчатам і 
зараженні варіантом E IBDV (VAR-E) через 28 днів після вакцинації. 35 

У день D0 105 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 7 груп по 
15 птахів, включаючи групу зараженого контролю (G6) і групу незараженого контролю (G7). 
Птахам із груп G1-G5 у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин і/або 
вакцин SB-1, що містять задану дозу в 2000 КУО. Схема дослідження представлена нижче в 
таблиці 27. У день D28 усіх птахів із груп G1-G6 заражали за допомогою очних крапель (0,03 мл 40 

на птаха) у дозі 3 log10 EID50 ізолятом варіанта E IBDV з University of Delaware (USA). Кожну 
групу спостерігали до й після зараження. Через 11 днів після зараження птахів зважували й 
проводили розтин. Вилучали фабрицієву сумку й зважували. Розраховували співвідношення 
фабрицієва сумка/вага тіла (вага фабрицієвої сумки/вага тіла ×100). 

45 
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Таблиця 27 
 

Схема дослідження й результати ефективності від IBD 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 
Середнє співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла 

(×100) 

G1 vHVT 304 0,33 

G2 vHVT 304+SB-1 0,33 

G3 vHVT 306 0,29 

G4 vHVT13+мvSB1-007 0,49 

G5 vHVT13+мvSB1-008 0,47 

G6 – (заражені) 0,13 

G7 – (незаражені) 0,46 

 
Середні співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла представлені в таблиці 27. У заражених 

контрольних птахів була сильною атрофія фабрицієвої сумки в порівнянні з незараженими. 5 

Вакцини vSB1-007 і vSB1-008 не заважали vHVT13 викликати захист (G4 і G5). Співвідношення 
фабрицієва сумка/вага тіла в птахів, вакцинованих подвійним HVT (HVT-ND+IBD), було дещо 
нижчим, ніж у незараженої контрольної групи, але явно вищим, ніж у зараженої контрольної 
групи. Крім того, вакцина від хвороби Марека з SB-1 серотипа 2 не заважала vHVT304 
викликати захист від IBD. 10 

На закінчення, ці дані показують, що обидві комбінації вектора SB1-ND з одинарним HVT-
IBD або подвійним HVT, який експресує і NDV-F, і IBDV-VP2, дають захист від IBD на моделі 
зараження варіантом E IBDV. 

Приклад 16. Відсутність інтерференції в vHVT114, vSB1-009 і/або SB-1 на індуковану 
vHVT13 захист від варіанта E IBD у безпатогенних курчат  15 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності vHVT13 від IBD при підшкірному 
уведенні або in ovo одночасно з vHVT114, vSB1-009 і/або SB-1 у безпатогенних курчат на 
моделі зараження варіантом E IBDV (VAR-E) у день D28. 

75 одноденних безпатогенних курчат і 75 19-денних ембріонів безпатогенних курчат 
випадковим чином розбивали на 5 груп (G1-G5 і G6-G10, відповідно), включаючи групи 20 

зараженого контролю (G4 і G9, відповідно) і незараженого контролю (G5 і G10, відповідно). 
Птахам із груп G1-G3 у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл вакцин, що містять задану 
дозу в 3000 КУО, за винятком SB-1, для якої доза задана становила 1000 КУО. Птахи із груп G6-
G8 одержували такі ж дози вакцин, але в об'ємі 0,05 мл in ovo за 2-3 дня перед появою з яйця. 
Схема дослідження представлена нижче в таблиці 28. У день D28 усіх птахів із груп G1-G4 і G6-25 

G9 заражали за допомогою очних крапель (0,03 мл на птаха) у дозі 3 log10 EID50 ізолятом 
варіанта E IBDV з University of Delaware (USA). Кожну групу спостерігали до й після зараження. 
Через 11 днів після зараження птахів зважували й проводили розтин. Вилучали фабрицієву 
сумки й зважували. Розраховували співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла (вага 
фабрицієвої сумки/вага тіла ×100). 30 
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Таблиця 28 
 

Схема дослідження й результати ефективності від IBD 
 

Група Вакцина в перший день (D0) 
Спосіб 

уведення 

Середнє співвідношення 
фабрицієва сумка/вага тіла 

(×100) 

G1 vHVT13+vHVT114+SB-1 п/ш 0,56 

G2 vHVT13+vHVT114+мvSB1-009 п/ш 0,58 

G3 vHVT13+ мvSB1-009 п/ш 0,52 

G4 – (заражені) п/ш 0,13 

G5 – (незаражені) п/ш 0,51 

G6 vHVT13+vHVT114+SB-1 in ovo 0,54 

G7 vHVT13+vHVT114+мvSB1-009 in ovo 0,47 

G8 vHVT13+мvSB1-009 in ovo 0,53 

G9 – (заражені) in ovo 0,14 

G10 – (незаражені) in ovo 0,58 

 
Середні співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла представлені в таблиці 28. У заражених 5 

контрольних птахів (G4 і G9) була сильною атрофія фабрицієвої сумки в порівнянні з 
незараженими. Співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла у вакцинованих груп (G1-G3 і G6-
G8) були близькими до таких у незаражених контрольних груп (G5 і G10) і явно вищими, ніж у 
заражених контрольних груп (G4 і G9). Відсутність інтерференції vHVT114 на індуковану vHVT13 
захист від IBD при підшкірному уведенні або in ovo було несподіваним і підтверджує дані, 10 

отримані в прикладах 10 і 14. 
На закінчення, ці дані чітко показують сумісність vHVT114+vSB1-009 або +SB-1 і vSB1-009 з 

vHVT13 при підшкірному уведенні або in ovo на моделі зараження варіантом E IBDV. 
Приклад 17. Ефективність векторів vHVT114 і vHVT13 і SB1 або vSB1-009 проти зараження 

дуже вірулентним вірусом хвороби Марека 15 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності проти хвороби Марека в різних 
комбінацій вакцин, що включають vHVT114, vHVT13, SB-1 і/або vSB1-009, при підшкірному 
уведенні одноденним безпатогенним курчатам і зараженні 4 днями пізніше високовірулентним 
вірусом хвороби Марека (vv+MDV) -ізолят T-King. 

У день D0 100 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 5 груп по 20 

20 птахів. Птахам із груп G1-G3 у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл вакцин, що 
містять задану дозу в 2000 КУО для кожної вакцини, за винятком SB-1, для якої задана доза 
становили 1000 КУО. Птахів із груп G4 і G5 не вакцинували й використовували як контроль - 
заражених (група G4) або незаражених (група G5). Схема дослідження представлена в таблиці 
29. У день D4 усіх птахів із груп G1-G4 заражали за допомогою 0,2 мл ізоляту T-King vv+MDV 25 

шляхом внутрішньоочеревинного введення. 
 
 

Таблиця 29 
 

Схема дослідження й результати щодо захисту від MD 
 

Група Вакцина в перший день (D0) 
Кіл-сть позит. на MD/загальна 

кіл-сть 
Ступінь захисту 

(%) 

G1 vHVT13+SB-1 7/20 65 % 

G2 vHVT114+SB-1 7/20 65 % 

G3 vHVT13+vHVT114+мvSB1-009 7/20 65 % 

G4 – (заражені) 20/20 0 % 

G5 – (незаражені) 0/20 100 % 

 
Кожну групу щодня спостерігали до й після зараження на предмет будь-яких небажаних 30 

реакцій. У день D49 усіх птахів, що вижили, забивали й проводили розтин для дослідження на 
макроскопічні ураження, пов'язані із хворобою Марека. Курчат класифікували як позитивних 
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щодо зараження хворобою Марека, якщо спостерігалися такі нервові ознаки, як параліч, 
локомоторні ознаки, властиві захворюванню, і сильне виснаження й пригнічений стан, якщо 
відзначалася смертність, властива для хвороби Марека, або якщо при розтині спостерігалися 
макроскопічні ураження. Ураження могли включати, без обмеження, ураження печінки, серця, 
селезінки, гонад, нирок і м'язів. 5 

Результати щодо захисту представлені вище в таблиці 29. Усі вакциновані групи (G1-G3) 
проявили себе однаково, викликаючи частковий (65 %) захист від MD, як і очікувалося на цій 
моделі дуже важкого й раннього зараження. Ці результати показують, що вектори вакцин-
кандидатів зберігають здатність захищати від хвороби Марека. 

Приклад 18. Ефективність рекомбінантних векторів з HVT і SB1 проти хвороби Марека 10 

Ефективність проти хвороби Марека також засвідчена в рекомбінантних векторів з HVT і 
рекомбінантних векторів з SB1 як окремо, так і в комбінації. Для зараження використовували 
штами вірулентного вірусу хвороби Марека (vMD) типу GA22, високовірулентного вірусу 
хвороби Марека (vvMD) типу RB1B і/або високовірулентного вірусу хвороби Марека (vv+MD) 
типу вірусу T-King. Одноденним курчатам уводили підшкірно або в 19-денні яйця з ембріонами 15 

вводили дози в 0,2 або в 0,05 мл, відповідно, досліджуваних вірусів. У віці п'яти днів 
вакцинованих курчат і необроблених контролів заражали відповідним вірусом хвороби Марека 
(v, vv або vv+MDV). Заражених птахів спостерігали до 7-тижневого віку. Усіх птахів забивали й 
проводили розтин для дослідження на макроскопічні ураження, пов'язані із хворобою Марека, як 
описано в прикладі 17. 20 

Приклад 19. Інтерференція HVT на індуковані vHVT13 антитіла до IBDV у комерційних 
курчат 

Метою даного дослідження було встановити, чи буде одночасне введення HVT разом з 
vHVT13 впливати на індуковану vHVT13 відповідь антитіл до IBDV у комерційних курчат. 

Використовували 80 одноденних комерційних курчат коричневої породи в трьох ізольованих 25 

приміщеннях. В 15 з них брали проби крові в добовому віці для перевірки на отримані від матері 
антитіла до IBD (MDA). Інших птахів розбивали на три групи, як показано в таблиці 30. Птахів із 
груп 2 і 3 вакцинували підшкірно в зашийок комерційними дозами vHVT13 (Vaxxitek HVT+IBD; 
Merial SAS, Lyon, Франція) і/або пов'язаного із клітками HVT - Biohvt (Merial S.p.A., Noventa, 
Італія). Проби крові брали у віці 25, 35 і 45 днів. Для оцінки серологічної відповіді на IBDV 30 

методом ELISA використовували набір Proflok Plus IBD (IBD+) Ab ELISA фірми Synbiotics 
(Synbiotics Corp., Kansas City, MO, USA). 

 
 

Таблиця 30 
 

Схема дослідження й результати з серології 
 

Група 
Вакцина в перший 

день (D0) 
Титр за 

ELISA в D1 
Титр за 

ELISA в D25 
Титр за 

ELISA в D35 
Титр за 

ELISA в D45 

G1 – 10,502 7,814 6,237 3,664 

G2 vHVT13 10,502 8,023 9,360 9,486 

G3 vHVT13+HVT 10,502 6,896 4,763 3,795 

 35 

Середні титри по ELISA представлені в таблиці 30. Титри в невакцинованій групі G1 
знижувалися від D1 до D45, що відповідало зниженню материнських антитіл до IBDV. Як і 
очікувалося; титри по ELISA у групі vHVT13 - G2 залишалися високими аж до D45, указуючи на 
те, що материнські антитіла поступово замінялися на антитіла, індуковані vHVT13. Додавання 
HVT до vHVT13 виявляло явно негативний вплив, тому що титри антитіл у групі G3 минулого 40 

близькими до G1. Ці результати суперечать результатам, отриманим з vHVT114+vHVT13, 
оскільки vHVT114 не знижував індуковані vHVT13 титри IBD+ELISA (див. приклад 14, таблиця 
26). Вони підтверджують несподівану властивість vHVT114 не заважати імуногенності vHVT13. 

На закінчення, на відміну від того, що спостерігалося з vHVT114, додавання HVT до vHVT13 
мало явно негативний вплив на індукований vHVT13 гуморальний імунітет до IBDV. 45 

Приклад 20. Інтерференція комерційних вакцин HVT-ND на індукований vHVT13 захист від 
IBD 

Метою даного дослідження було встановити, чи буде одночасне введення комерційних 
векторних вакцин HVT-ND разом з vHVT13 впливати на індукований vHVT13 захист від IBD у 
безпатогенних курчат. 50 

У день D0 75 безпатогенних курчат (3 групи: G2, G3 і G4 по 25) вакцинували підшкірно 
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комерційною дозою vHVT13 (вакцина HVT+IBD Vaxxitek) разом з або без комерційної дози 
ліцензованої HVT- векторної вакцини проти ND (vHVT-ND1 і vHVT-ND2), як показано в таблиці 
31. П'ятнадцять птахів тримали як невакцинованого контролю (G1). Через три тижні після 
вакцинації птахів (по 20 курчат у групах G2, G3 і G4 і 10 курчат у групі G1) заражали вірусом IBD 
штаму Ph/B1 (виділений на Філіппінах) у дозі щонайменше 2,0 log10 EID50 в 0,05 мл при 5 

введенні через очі. Усіх курчат спостерігали протягом 5 днів на клінічні ознаки або смерть від 
причин, пов'язаних із зараженням вірусом IBD, і по закінченню періоду спостереження 
піддавали гуманній евтаназії для розтину й дослідження на ураження при IBD, особливо 
фабрицієвої сумки. Птахи вважалися захищеними, якщо фабрицієва сумка не мала типових для 
IBD ушкоджень сумки: атрофії фабрицієвої сумки, набряклості навколо фабрицієвої сумки й/або 10 

крововиливів у тканинах фабрицієвої сумки. 
 
 

Таблиця 31 
 

Схема дослідження й дані щодо захисту від IBD 
 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 

Кількість хворих 
(мертвих)/ 

загальне кіл-сть 

Кількість позит. 
за фабрицієвою 

сумкою/ 
загальна кіл-сть 

Ступінь захисту 
(%) 

G1 – 10(8)/10 10/10 0 % 

G2 vHVT13+vHVT-ND1 3(3)/20 9/20 55 % 

G3 vHVT13+vHVT-ND2 3(1)/20 7/20 65 % 

G4 vHVT13 0(0)/20 0/20 100 % 

 
Результати представлені в таблиці 31. Усі 10 заражених контрольних птахів проявляли 15 

клінічні ознаки, а 8 з 10 вмерли через 4 або 5 днів після зараження, указуючи на те, то 
зараження IBDV було дуже важким. Усі вони мали сильні ураження фабрицієвої сумки, 
включаючи сильну атрофію сумки й геморрагічні плями. Сам vHVT13 давав повний захист, тоді 
як обидві комбінації з vHVT-ND давали лише частковий клінічний захист і захист фабрицієвої 
сумки. 20 

На закінчення, ці результати чітко показують, що ці 2 комерційні HVT-векторні вакцини проти 
ND заважають індукованому vHVT13 захисту від IBD. 

Приклад 21. Ефективність SB1-векторних вакцин проти ND - vSB1-004, vSB1-006, vSB1-007, 
vSB1-008, одних або разом з vHVT13 - HVT-векторною вакциною проти IBD, а також вакцин 
vHVT302 і vHVT304 проти зараження штамом NDV Texas GB в 14- і/або 28-денних 25 

безпатогенних курчат 
Метою даного дослідження була оцінка ефективності різних комбінацій векторів-вакцин з 

вірусу хвороби Марека, які експресують ген F NDV і/або ген VP2 IBDV, проти зараження вірусом 
хвороби Ньюкасл (штам Texas GB, генотип II), яке проводилося на 14- і/або 28-денних 
безпатогенних курчатах. 30 

Характеристики 6 рекомбінантних вакцин-кандидатів від NDV, протестованих у цьому 
дослідженні, представлені нижче в таблиці 32. 

 
 

Таблиця 32 
 

Характеристики рекомбінантних вакцин-кандидатів, 
 які використовувалися в цьому дослідженні 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

мvSB1-004 SB-1
*
 IE mCMV wt-VІІd SV40 SORF4/US10 

мvSB1-006 SB-1 SV40 opt-VІІd синтетич. UL55/LORF5 

мvSB1-007 SB-1 SV40 opt-VІІd 
ендогенний з 
гена gC 

gC 

мvSB1-008 SB-1 SV40 opt-CA02 синтетич. UL55/LORF5 

vHVT 302 vHVT13 US10 opt-VІІd US10 US10 

vHVT 304 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. IG2 
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У день D0 225 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 9 груп по 

15 птахів (G1a-g9a, зараження в день D14) і 6 груп по 15 птахів (G1b, G3b, G4b, G5b, G8b, G9b, 
зараження в день D28). Птахам у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних 
вакцин, що містять задану дозу в 2000 КУО. Схема дослідження представлена нижче в таблиці 5 

33. У день D14 або D28 птахів заражали внутрішньом'язево велогенним штамом NDV Texas GB 
(генотип II) у дозі 4,3 і 4,2 log10 EID50 (0,1 мл), відповідно. 

 
Таблиця 33 

 
Результати ефективності від ND 

 

Група 
Вакцина в перший день 

(D0) 

Захист від ND 
при зараженні ND у 

день D14 (%) 

Захист від ND 
при зараженні ND у 

день D28 (%) 

G1a і 1b – 0 % 0 % 

G2a мvSB1-004 20 % н/в
*
 

G3a і 3b мvSB1-006 26,6 % 73,3 % 

G4a і 4b мvSB1-007 33,3 % 93,3 % 

G5a і 5b мvSB1-008 46,6 % 86,6 % 

G6a мvSB1-006+vHVT13 14,0 % н/в 

G7a мvSB1-008+vHVT13 21,4 % н/в 

G8a і 8b vHVT 302 13,3 % 80,0 % 

G9a і 9b vHVT 304 33,3 % 93,3 % 

 
* н/о = визначення не проводилося. 10 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки після зараження 

NDV. У групах G6 і G7 по одному птахові вмерли перед зараженням, так що число птахів у цих 
групах зменшилося з 15 до 14. 

Ступінь клінічного захисту (включаючи захист від смертності й захворюваності) 15 

представлено вище в таблиці 33. У невакцинованих заражених контрольних групах G1 і G1b 
спостерігалася повна сприйнятливість, що підтверджує більшу тяжкість захворювання при 
зараженні. Частковий захист у межах від 13б3 до 46б6 % спостерігалася після зараження в D14, 
а найбільший ступінь захисту давали vSB1-008, vSB1-007 і vHVT304. Ступінь захисту після 
зараження ND у день D28 був набагато вищим у всіх вакцинованих груп і знову ж був дещо 20 

вищим в групах, вакцинованих vSB1-008, vSB1-007 або vHVT304. Ці результати показують, що 
ступінь захисту від ND залежить від строку зараження й від конструкції. Конструкції vSB1-008 і 
vSB1-007 проявили себе дещо краще, ніж vSB1-004 і vSB1-006, а vHVT304 дещо краще, ніж 
vHVT302, указуючи на те, що відмінності в характеристиках конструкцій відіграють роль у 
показниках векторних вакцин на основі MDV. 25 

На закінчення, результати даного дослідження показують, що ступінь захисту від ND, яку 
дають вектори з вірусу хвороби Марека, які експресують ген F NDV, можуть залежати від різних 
параметрів, включаючи вектор, локус вставки, ген F, промотор, сайт поліаденілювання й умови 
зараження. 

Приклад 22. Ефективність подвійних вакцин типу HVT-ND+IBD - vHVT304 і vHVT306 проти 30 

зараження штамом NDV Texas GB в 14- і/або 28-денних безпатогенних курчат  
Метою даного дослідження була оцінка ефективності HVT-векторних вакцин, які 

експресують і ген F NDV, і ген VP2 IBDV, проти зараження вірусом хвороби Ньюкасл (штам 
Texas GB, генотип II), яке проводилося на 14- і/або 28-денних безпатогенних курчатах. 

Характеристики 2 рекомбінантних вакцин-кандидатів, протестованих у цьому дослідженні, 35 

представлені нижче в таблиці 34. 
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Таблиця 34 
 

Характеристики рекомбінантних вакцин-кандидатів, що використовувалися в цьому 
дослідженні 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 304 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. IG2 

vHVT 306 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. SORF3-US2 

 
У день D0 90 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 3 групи по 5 

15 птахів (G1a-g3a, зараження в день D14) і 3 групи по 15 птахів (G1b-g3b, зараження в день 
D28). Птахам у день D0 уводили підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять 
задану дозу в 2000 КУО. Схема дослідження представлена нижче в таблиці 35. У день D14 або 
D28 птахів заражали внутрішньом'язево велогенним штамом NDV Texas GB (генотип II) у дозі 
4,0 log10 EID50 (0,1 мл). 10 

 
Таблиця 35 

 
Результати ефективності від ND 

 

Група 
Вакцина в перший 

день (D0) 

Захист від ND при 
зараженні ND у день D14 

(%) 

Захист від ND при 
зараженні ND у день D28 

(%) 

G1a і 1b – 0 % 0 % 

G2a і 2b vHVT 304 26,7 % 92,9 % 

G3a і 3b vHVT 306 33,3 % 86,7 % 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки після зараження 

NDV. У групі G2b один птах умер перед зараженням, так що число птахів у цій групі 
зменшувалося з 15 до 14. 15 

Ступінь клінічного захисту (включаючи захист від смертності й захворюваності) 
представлений вище в таблиці 35. У невакцинованих заражених контрольних групах G1 і G1b 
спостерігалася повна сприйнятливість, що підтверджує більшу тяжкість захворювання при 
зараженні. Ступінь захисту після зараження в день D14 був набагато нижчим, чим після 
зараження в день D28. Ці вакцини-кандидати містили ту саму експресійну касету NDV-F, 20 

вставлену в 2 різних локусу генома vHVT13. Вони виявили себе однаково в сенсі захисту від ND 
за умов тестування, указуючи на те, що обидва локуси вставки (IG2 і SORF3-US2) однаково 
підходять для вставки касети NDV-F. 

На закінчення, результати даного дослідження показують, що ступінь захисту від ND, який 
дають вектори з вірусу хвороби Марека, які експресують ген F NDV, залежать від різних 25 

параметрів, включаючи вектор, локус вставки, ген F, промотор, сайт поліаденілювання й умови 
зараження. 

Приклад 23. Рання ефективність подвійних вакцин HVT-ND+IBD (vHVT302, vHVT303 і 
vHVT304) або SB1-векторів (vSB1-006 і vSB1-007) в одноденних безпатогенних курчат проти 
зараження велогенним NDV генотипу V 30 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності трьох подвійних вакцин HVT-ND+IBD 
(vHVT302, vHVT303 і vHVT304) і двох SB1-ND векторів (vSB1-006 і vSB1-007) в одноденних 
безпатогенних курчат проти зараження велогенним NDV генотипу V (Chimalhuacan) у день D14. 

Характеристики 5 рекомбінантних вакцин-кандидатів, протестованих у цьому дослідженні, 
представлені нижче в таблиці 36. 35 
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Таблиця 36 
 

Характеристики рекомбінантних вакцин-кандидатів, 
що використовувалися в цьому дослідженні 

 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 302 vHVT13 US10 opt-VІІd US10 US10 

vHVT 303 vHVT13 US10 opt-v (CA02) US10 US10 

vHVT 304 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. IG2 

мvSB1-006 SB-1 SV40 opt-VІІd синтетич. UL55/LORF5 

мvSB1-007 SB-1 SV40 opt-VІІd 
ендогенний з 
гена gC 

gC 

 
Складали випадковим чином 6 груп по 10 одноденних безпатогенних білих курчат Легорн. 

Птахів із груп 2-6 вакцинували підшкірно (у зашийок) заданою дозою в 2000 КУО, як показано 5 

нижче в таблиці 37. Курчат із групи 1 не вакцинували, а тримали як контрольних. У віці 2 тижнів 
усіх птахів заражали велогенним штамом NDV генотипу V Mexican Chimalhuacan (Mex V). 
Зараження проводили внутрішньом'язево (IM), використовуючи 10

5
 яєчних інфекційних доз-50 

(EID50), розведених в 0,2 мл фізіологічно стерильної води. Усіх птахів спостерігали аж до 14 днів 
після зараження. Щодня після зараження оцінювали стан здоров'я кожного птаха в такий спосіб: 10 

здорові/зі специфічними симптомами (скуйовджене пір'я, прострація, кривошия, тремор)/мертві. 
При розрахунках захворюваності враховували всіх птахів, що проявляли специфічні симптоми 
протягом більш 2 днів або відзначених як хворі в день D28. 

 
 15 

Таблиця 37 
 
Результати щодо раннього захисту від ND у різних MDV-векторних вакцин-кандидатів, 

 які експресують ген F NDV, на одноденних безпатогенних курчатах 
 

Група Вакцина 
Задана доза (КУО) в 
0,2 мл (фактич. доза) 

Захист від 
смертності (%) 

Захист від 
захворюваності (%) 

G1 – – 0 % 0 % 

G2 vHVT 302 2000 (4427) 50 % 10 % 

G3 vHVT 303 2000 (н/о) 10 % 0 % 

G4 vHVT 304 2000 (1169) 80 % 60 % 

G5 мvSB1-006 2000 (1720) 60 % 40 % 

G6 мvSB1-007 2000 (1564) 80 % 50 % 

 
Результати із захисту наведені в таблиці 37. Усі контрольні птахи вмерли після зараження 

ND. Різні протестовані вакцини давали різні ступені захисту від ND у межах від 10 % до 80 % і 
від 0 % до 60 % у сенсі захисту проти смертності й захворюваності, відповідно. Вакцина-
кандидат vHVT304 давала кращий захист, ніж кандидати vHVT303 і vHVT302; це може бути 20 

пов'язане з екзогенним промотором SV40, розміщеним перед геном F NDV. vSB1-007 виявив 
себе небагато краще, чим vSB1-006. Крім того, показники в vHVT304 були порівнянні з 
показниками в vSB1-007, указуючи на те, що різні вектори з вірусу хвороби Марека можуть 
давати такий же ступінь захисту від ND. 

На закінчення, дане дослідження показує, що й подвійні вакцини HVT-ND+IBD, і SB 1-25 

векторні вакцини проти ND можуть давати істотний захист від ND на моделі дуже важкого й 
раннього зараження NDV. 

Приклад 24. Ефективність проти ND у подвійної вакцини HVT-ND+IBD - vHVT306 при 
введенні in ovo або підшкірно одноденним безпатогенним курчатам проти зараження 
велогенним NDV генотипу V у день D28 30 

Метою даного дослідження була оцінка ефективності подвійної вакцини HVT-ND+IBD 
(vHVT306) при введенні in ovo або підшкірно одноденним безпатогенним курчатам проти 
зараження велогенним NDV генотипу V (Chimalhuacan) у віці 28 днів. 
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Характеристики рекомбінантної вакцини-кандидата vHVT306, протестованої в цьому 
дослідженні, представлені нижче в таблиці 38. Як контроль використовували одинарну вакцину 
HVT-IBD з вектора vHVT13. 

 
Таблиця 38 

 
Характеристики рекомбінантної вакцини-кандидата, що використовувалася в цьому 

дослідженні 
 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 306 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. SORF3-US2 

 5 

У день -3 40 курячих безпатогенних яєць із ембріонами у віці близько 18 днів і 18 годин 
інкубації випадковим чином розбивали на 2 групи по 20 яєць. У день D0 додавали одну групу з 
12 одноденних безпатогенних курчат. Визначення груп представлені нижче в таблиці 39. 
Вакцинацію проводили в день D-3 (in ovo) або в день D0 (підшкірно, у зашийок), а задана доза 
vHVT306 і vHVT13 становила 2000 КУО на птаха. При введенні in ovo відзначали вихід, 10 

життєздатність (до дня D28) і ріст птахів (між викльовуванням з яйця й D28). 
У день D28 по 10 птахів на групу заражали вірулентним штамом NDV Chimalhuacan. 

Зараження проводили внутрішньом'язево (IM), використовуючи 10
5
 яєчних інфекційних доз-50 

(EID50), розведених в 0,2 мл фізіологічно стерильної води. Птахів спостерігали аж до 14 днів 
після зараження. Відзначали специфічні клінічні ознаки й смертність. При розрахунках 15 

захворюваності враховували всіх птахів, що проявляли специфічні симптоми протягом більше 2 
днів або відзначених як хворі в день D42. Через 5 і 7 днів після зараження (тобто в D33 і D35) у 
всіх птахів, що вижили, брали мазки з ротоглотки. Усі мазки аналізували специфічним до NDV 
методом qОТ-ПЛР. 

 20 

 
Таблиця 39 

 
Результати щодо захисту від ND в MDV-векторної вакцини-кандидата, яка експресує і ген F 

NDV, і ген VP2 IBDV, при введенні підшкірно або in ovo безпатогенним курчатам 
 

Група Вакцина/спосіб 
Вихід/ 

життєздатність 
(%) 

Захист від 
смертності/ 

захворюваності 

Кіл-ть птахів (%) днів, 
що виділяють вірус 

через 5/7, pi 
(середній титр в 

log10*) 

G1 vHVT13/in ovo 100 %/100 % 0 %/0 % (не перевіряли) 

G2 vHVT306/in ovo 100 %/100 % 100 %/100 % 0 % (2,7)/0 % (2,7) 

G3 vHVT306/підшкірно – 100 %/100 % 20 % (3,2)/10 % (2,9) 

 
* Граничне значення при ЗТ-ПЛР у реальному часі приймали рівним 2,7 еквівалентам log10 

EID50. 
 25 

Відзначався повний вихід після вакцинації in ovo у групах 1 і 2 і всі птахи, що виклюнулися, 
вижили аж до D28. Не виявлено ніякої різниці в масі тіла між двома групами й у день D0, і в 
день D28, що підтверджує відмінну безпеку vHVT306 при введенні in ovo. Результати щодо 
захисту представлено в таблиці 39. Усі вакциновані vHVT13 контрольні птахи вмерли до 4 дня 
після зараження ND. vHVT306 давав повний клінічний захист від ND при введенні обома 30 

способами. Крім того, не відзначалося виділення вірусу при введенні in ovo, а при підшкірному 
уведенні лише деякі птахи давали помітний викид вірусу, що заражає. 

На закінчення, дане дослідження показує, що подвійна вакцина HVT-ND+IBD - vHVT306 дає 
найвищий ступінь захисту від ND при підшкірному уведенні або in ovo на моделі дуже 
серйозного зараження гетерологічним NDV. 35 

Приклад 25. Ефективність подвійних рекомбінантних вакцин HVT-ND+IBD (vHVT302, 
vHVT303 і vHVT304) проти зараження класичним ізолятом IBDV у день D15 у безпатогенних 
курчат 

Метою даного дослідження була оцінка ранньої ефективності проти IBD у подвійних 
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рекомбінантів HVT - рекомбінантних конструкцій vHVT302, vHVT303 і vHVT304 проти зараження 
вірулентним вірусом інфекційного бурситу (vIBDV) (штам Faragher 52/70) на 15-денних 
безпатогенних курчатах. 

Характеристики 3 подвійних рекомбінантних вакцин-кандидатів HVT-ND+IBD, протестованих 
у цьому дослідженні, представлені нижче в таблиці 40. 5 

 
Таблиця 40 

 
Характеристики експресійних касет у подвійних рекомбінантів HVT 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F Полі-A Локус 

vHVT 302 vHVT13 US10 opt-VІІd US10 US10 

vHVT 303 vHVT13 US10 opt-V(CA02) US10 US10 

vHVT 304 vHVT13 SV40 opt-VІІd синтетич. IG2 

 
У день D0 40 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 4 групи по 

10 птахів, включаючи одну контрольну групу (G1), яку вакцинували вектором vSB1-004 з SB-1, 
який експресує ген F NDV. П'ять інших безпатогенних птахів тримали невакцинованими й 10 

незараженими для оцінки ваги фабрицієвої сумки/тіла. Птахам у день D0 уводили підшкірно в 
шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 2000 КУО, як описано нижче в 
таблиці 41. У день D15 брали зразки крові у всіх птахів з кожної групи (10 птахів на групу, за 
винятком груп 1 і 3, у яких по 1 птахові вмерло перед узяттям крові) для серологічного 
дослідження за допомогою набору Proflok® Plus IBD (Synbiotics Corp). У день D15 птахів із усіх 4 15 

груп заражали за допомогою очних крапель (0,05 мл на птаха) у дозі 2,5 log10 EID50. 
 

Таблиця 41 
 

Схема дослідження й результати ефективності від IBD 
 
 

Група 
Вакцина в 

перший день 

Титр по 
ELISA IBD+ 

(log10) 

Кіл-сть 
померлі/хворі 

(загальна кіл-сть)
1
 

Ступінь 
захисту 

(%)
2
 

Середнє 
співвіднош. 

сумка/вага тіла
4
 

G1 мvSB1-004 0,25 1/9 (9) 0 % 0,0014 

G2 vHVT 302 2,6 0/1 (10) 80 % 0,0043 

G3 vHVT 303 3,0 0/0 (9) 100 % 0,0053 

G4 vHVT 304 2,4 0/0 (10) 80 % 0,0034 
 

1
 Хворими вважалися птахи, що хворіли більше 2 днів або, що продовжували хворіти в день 

D25. Цифри в дужках означають загальну кількість птахів у групі, які піддавались зараженню 20 
2
 Захист від клінічних ознак і важкого ураження фабрицієвої сумки (бурсальний показник <3) 

4
 Співвідношення сумка/вага тіла в невакцинованій/незараженій групі склало 0,0043. 

 
Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки протягом 11 днів 

після зараження IBDV (від D15 по D25). По закінченню періоду спостереження після зараження 25 

(D25) усіх птахів, що вижили, піддавали евтаназії й проводили розтин. Визначали вагу тіла й 
фабрицієвої сумки. Кожну фабрицієву сумку (BF) зважували, а потім зберігали в індивідуальних 
посудинах, що містять 4 % формальдегіду для гістології. Гістологічні ураження фабрицієвої 
сумки оцінювали за шкалою, представленою у таблиці 42. 
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Таблиця 42 

 
Шкала оцінки гістологічних уражень фабрицієвої сумки

* 

 

Бали Гістологічні спостереження/ураження 

0 Уражень немає, нормальна сумка 

1 Від 1 % до 25 % фолікулів проявляють лімфоїдне виснаження (тобто виснаження 
менше ніж на 50 % в 1 ураженому фолікулі), приплив гетерофілів в уражені 
ділянки 

2 Від 26 % до 50 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження 
(тобто виснаження більше ніж на 75 % в 1 ураженому фолікулі), уражені фолікули 
проявляють некроз і може виявлятися сильний приплив гетерофілів 

3 Від 51 % до 75 % фолікулів проявляють лімфоїдне виснаження; уражені фолікули 
проявляють некротичні ураження й виявляється сильний приплив гетерофілів 

4 Від 76 % до 100 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження; 
виявляється гіперплазія й структури типу цист; уражені фолікули проявляють 
некроз і виявляється сильний приплив гетерофілів 

5 100 % фолікулів проявляють майже повне лімфоїдне виснаження; повна втрата 
структури фолікулів, потовщений і згорнутий епітелій, фіброз тканин сумки 

 

*
Джерело: Monograph No. 01/2008:0587 °F EU Pharmacopoeia "Avian Infectious Bursal Disease 

vaccine (live)" 
 5 

Птах вважався ураженим, якщо він гинув й/або в нього проявлялися помітні ознаки 
захворювання й/або важкі ураження фабрицієвої сумки (тобто гістологічний показник (3). 

Середні титри антитіл по ELISA IBD+, виражені в log10 перед зараженням, представлені в 
таблиці 41. У всіх вакцинованих групах виявлялися істотні титри, які були значно вищими, ніж у 
контрольній групі G1. Серологічний титр був дещо вищим в групі G3 (vHVT303). 10 

У всіх 9 птахів з контрольної групи G1 спостерігалися важкі клінічні ознаки після зараження, 
які призвели до смерті 1 птаха. У групі G2 (vHVT302) тільки один вакцинований птах проявляв 
клінічні ознаки після зараження. Ступінь захисту від важких уражень сумки представлено вище в 
таблиці 41. У всіх вакцинованих групах спостерігався істотний захист від IBD, а повний захист 
спостерігався в групі G3 (vHVT303). У таблиці 41 також представлене середнє співвідношення 15 

фабрицієва сумка/вага тіла. Це співвідношення у всіх вакцинованих групах було вищим, ніж у 
зараженій контрольній групі G1, і не відрізнялося значно від невакцинованої й незараженої 
контрольної групи. 

На закінчення, ці дані показують, що три подвійні вакцини HVT-IBD+ND, протестовані в 
даному дослідженні, індукують антитіла й ранній захист від IBD на моделі важкого зараження 20 

IBDV. 
Приклад 26. Ефективність п'яти різних вакцин-кандидатів HVT-ND проти зараження 

велогенним ізолятом NDV ZJ1 (генотип VІІd) в 14-денних безпатогенних курчат 
Метою даного дослідження була оцінка ефективності 5 одинарних рекомбінантних 

конструкцій з HVT (vHVT39, vHVT110, vHVT111, vHVT112 і vHVT113), які експресують ген F 25 

NDV, проти зараження хворобою Ньюкасл за допомогою велогенного ізоляту NDV ZJ1 (генотип 
VІІd), яке проводилося на 14-денних безпатогенних курчатах. 

Характеристики цих 5 вакцин-кандидатів представлені нижче в таблиці 43. 
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Таблиця 43 
 

Характеристики рекомбінантних вірусів HVT-ND, 
 що використовувалися в цьому дослідженні із зараження 

 

Назва 
Вихідний 

вірус 
Промотор Ген F* Полі-A Локус 

vHVT 039 HVT gB MDV wtnm-Texas SV40 IG1 

vHVT 110 HVT IE mCMV wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 111 HVT SV40 wt-VІІd SV40 IG1 

vHVT 112 HVT IE mCMV wt-YZCQ SV40 IG1 

vHVT 113 HVT IE mCMV wt-Texas SV40 IG1 
 

*
 Wt означає те, що використовувалася велогенна послідовність гена F дикого типу, але сайт 

розщеплення був модифікований на той, що в лентогенного вірусу. Wtnm означає те, що 5 

послідовність сайту розщеплення дикого типу не була модифікована. Велогенний штам Texas 
належить до генотипу IV, а YZCQ - до генотипу VІІd. 

 
У день D0 72 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивали на 5 груп по 

12 птахів і 1 групу з 12 птахів (невакцинований контроль). Птахам у день D0 уводили підшкірно в 10 

шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 6000 КУО, як описано нижче в 
таблиці 44. У день D14 птахів внутрішньом'язево заражали велогенним штамом NDV ZJ1/2000 
(генотип VІІd) у дозі 5,0 log10 EID50. 

 
Таблиця 44 

 
Результати ефективності від ND 

 

Група 
Вакцина в 

перший день 
(D0) 

Клінічний захист (%) 

Захист від смертності/ 
захворюваності 

Середній титр викиду вірусу (log10) 
через 2/4 дні pi 

G1 – 0 %/0 % 3,5/- (усі вмерли) 

G2 vHVT 039 25 %/8 % 2,5/4,8 

G3 vHVT 110 100 %/83 % 1,8/2,0 

G4 vHVT 111 100 %/67 % 1,8/2,8 

G5 vHVT 112 75 %/42 % 1,7/3,4 

G6 vHVT 113 83 %/25 % 1,4/3,3 

 15 

Кожну групу спостерігали до й після зараження. Відзначали клінічні ознаки й смертність 
після зараження NDV. Через 2 і 4 дня після зараження (pi) брали мазки з ротоглотки, щоб 
оцінити вірусне навантаження методом ЗТ-ПЛР у реальному часі за методикою, описаною Wise 
et al. (2004; Development of a real-time reverse-transcription PCR for detection of Newcastle disease 
virus RNA in clinical samples. J Clin Microbiol 42, 329-338). 20 

Ступінь захисту від смертності й захворюваності представлено вище в таблиці 44. У 
невакцинованій зараженій контрольній групі G1 спостерігалася повна сприйнятливість, що 
підтверджує більшу серйозність зараження. Вакцини давали різний ступінь захисту від 
смертності (25-100 %) або від захворюваності (8 %-83 %). Найбільший ступінь захисту давала 
vHVT110, а найменшу - vHVT039, тоді як інші кандидати давали проміжні результати. У таблиці 25 

44 вище також представлені результати виділення вірусу з ротоглотки через 2 і 4 дні pi, які 
відповідають результатам з клінічного захисту. Ці вакцини-кандидати відрізняються за своїми 
промоторами і послідовністю гена F. Результати свідчать, що обидва ці параметри є важливими 
для розробки оптимальної вакцини-кандидата HVT-ND. 

На закінчення, результати даного дослідження показують важливе значення промотору й 30 

послідовності гена F для ефективності від ND, яку дають HVT-векторні вакцини-кандидати проти 
ND. 

Приклад 27. Оцінка ефективності проти хвороби Ньюкасл у подвійних конструкцій SB1, які 
експресують VP2 IBDV і F NDV 

Метою даного дослідження є оцінка ефективності подвійних конструкцій з SB1, які 35 
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експресують VP2 IBDV і F NDV, проти зараження хворобою Ньюкасл. 
У день D0 одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивають на кілька груп 

по 10-20 птахів, включаючи вакциновані й невакциновані групи. Птахам з вакцинованих груп у 
день D0 уводять підшкірно в шию по 0,2 мл рекомбінантних вакцин, що містять задану дозу в 
1000-5000 КУО. Як альтернатива такі ж дози в 0,05 мл можна вводити in ovo за 2 або 3 дня до 5 

появи з яйця. У різний час після вакцинації, наприклад, у день D14, D28 або D42 птахів 
(щонайменше одну вакциновану й одну невакциновану групу) заражають внутрішньом'язево 
велогенним штамом NDV типу Texas GB (генотип II), ZJ1 (генотип VІІd), Chimalhuacan (генотип 
V) у дозі приблизно 4,0 log10 EID50 (0,1 мл). 

Кожна група підлягає клінічному спостереженню до й після зараження. Відзначають клінічні 10 

ознаки (захворюваність) і смертність після зараження NDV. У всіх групах розраховують ступінь 
клінічного захисту. Щонайменше 90 % невакцинованих заражених безпатогенних птахів повинні 
загинути або серйозно занедужати після зараження, щоб підтвердити серйозність зараження. У 
різний час після зараження, якось через 3, 5, 7 і 9 днів після зараження можна брати мазки з 
ротоглотки й клоаки й оцінювати вірусне навантаження методом ЗТ-ПЛР у реальному часі. 15 

Найкращими кандидатами будуть ті, що індукують найвищі рівні клінічного захисту й найнижчі 
рівні вірусного навантаження в мазках. Аналогічне дослідження можна провести на бройлерах, 
які містять материнські антитіла до NDV; однак ці материнські антитіла можуть потенційно 
захистити невакцинованих птахів, якщо зараження буде проведене в ранньому віці. Також 
можна протестувати подвійні конструкції з SB1 у комбінації з іншою вакциною або вектором з 20 

вірусу хвороби Марека. 
Приклад 28. Оцінка ефективності проти інфекційного бурситу в подвійних конструкцій SB1, 

які експресують VP2 IBDV і F NDV 
Метою даного дослідження є оцінка ефективності проти IBD подвійних конструкцій з SB1, які 

експресують і VP2 IBDV, і F NDV. 25 

Одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивають на кілька груп по 10-20 
птахів, включаючи вакциновані й невакциновані контролі. Невакциновані контролі розділяють на 
2 підгрупи, що включають заражених і незаражених птахів. Птахам з вакцинованих груп у день 
D0 уводять підшкірно в шию по 0,2 мл вакцин, що містять задану дозу в 1000-5000 КУО. Як 
альтернатива такі ж дози в 0,05 мл можна вводити in ovo за 2 або 3 дня до появи з яйця. У 30 

різний час після вакцинації, як то через 14, 21, 28 або 42 днів після вакцинації, усіх птахів з 
вакцинованих груп та заражених контролів заражають за допомогою очних крапель (по 0,03 мл, 
що містять від 2 до 4 log10 EID50 на птаха) вірулентним IBDV (типу штаму Faragher або 
стандартного штаму US), дуже вірулентним IBDV типу ізоляту 91-168 або варіантом ізоляту 
IBDV типу варіанта E ізоляту US Delaware. 35 

Кожна група підлягає клінічному спостереженню до й після зараження. Можна провести 
розтин птахів через 4 або 5 днів після зараження для макроскопічної оцінки уражень 
фабрицієвої сумки. Розтин можна проводити й через 10-11 днів після зараження. Визначають 
макроскопічні й/або гістологічні ураження. Крім того, зважують птахів і фабрицієву сумку, 
розраховують співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла (вага фабрицієвої сумки/вага тіла 40 

×100) і порівнюють із таким в невакцинованої незараженої групи. Контрольні заражені 
безпатогенні птахи повинні проявляти клінічні ознаки й/або мати значні макроскопічні й/або 
гістологічні ураження й/або повинні мати співвідношення фабрицієва сумка/вага тіла суттєво 
нижчим, ніж у невакцинованих незаражених контрольних птахів, щоб підтвердити серйозність 
зараження. Ефективність вакцини оцінюють шляхом порівняння цих параметрів у 45 

невакцинованих/заражених і невакцинованих/незаражених груп. Таке дослідження може 
проводитися на курчатах-бройлерах, які містять материнські антитіла до IBDV; однак ці 
материнські антитіла можуть потенційно захистити невакцинованих птахів, якщо зараження 
буде проведене в ранньому віці. Також можна протестувати подвійні конструкції з SB1 у 
комбінації з іншою вакциною або вектором з вірусу хвороби Марека. 50 

Приклад 29. Оцінка ефективності проти хвороби Марека в подвійних конструкцій SB1, які 
експресують VP2 IBDV і F NDV 

Метою даного дослідження є оцінка ефективності проти хвороби Марека в подвійних 
конструкцій з SB1, які експресують VP2 IBDV і F NDV. 

Одноденних безпатогенних курчат випадковим чином розбивають на кілька груп по 20-50 55 

птахів, включаючи вакциновані й невакциновані контролі. Невакциновані контролі розділяють на 
2 підгрупи, що включають заражених і незаражених птахів. Птахам з вакцинованих груп у день 
D0 уводять підшкірно в шию по 0,2 мл вакцин, що містять задану дозу в 1000-5000 КУО. Як 
альтернатива такі ж дози в 0,05 мл можна вводити in ovo за 2 або 3 дня до появи з яйця. У 
різний час після вакцинації, як то від 3 до 10 днів після вакцинації, усіх птахів з вакцинованих 60 
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груп та заражених контролів заражають внутрішньоочеревинно 0,2 мл якого-небудь штаму 
вірусу хвороби Марека (MDV). Штам MDV може відноситися до декількох патотипів, таких як 
вірулентний MDV (vMDV), включаючи ізолят JM або GA22, високовірулентний MDV (vvMDV) 
типу ізоляту RB-1B або Md5, високовірулентний (vv+MDV) типу ізоляту T-King або 648A. 
Інокулят зі штаму MDV для зараження одержують шляхом інфікування курчат, виділення клітин 5 

крові й заморожування їх у рідкому азоті в присутності кріопротектора типу DMSO. Перед 
проведенням дослідів з вакцинації/зараження встановлюється інфекційна доза-50 для курчат 
(CID50) для кожної партії інокулята. 

Кожна група підлягає клінічному спостереженню до й після зараження. Проводиться розтин 
птахів щонайменше через 7 тижнів після вакцинації й у кожного птаха перевіряється наявність 10 

макроскопічних уражень хвороби Марека. Ураження можуть включати, без обмеження, 
ураження печінки, серця, селезінки, гонад, нирок, нервів і м'язів. Таке дослідження може 
проводитися на курчатах-бройлерах, які містять материнські антитіла до MDV. Також можна 
протестувати подвійні конструкції з SB1 у комбінації з іншою вакциною проти хвороби Марека 
(наприклад, зі штаму HVT і/або CVI988 Rispens) або вектором з MDV. Зараження MD може 15 

проводитися й за допомогою контакту між вакцинованими птахами й інфікованими MDV 
невакцинованими безпатогенними курчатами. 

*** 
Після докладного опису кращих втілень даного винаходу слід мати на увазі, що винахід, 

проілюстрований вищенаведеними прикладами, не повинен обмежуватися конкретними 20 

деталями, викладеними у вищенаведеному описі, тому що можливі багато очевидних їх 
варіацій, які не виходять від сутності або не виходять за рамки даного винаходу. 

Усі документи, процитовані або наведені тут ("наведені тут документи"), і всі документи, 
процитовані або наведені тут у вигляді посилання, разом з будь-якими інструкціями виробників, 
описами, специфікаціями продуктів і буклетами для будь-яких продуктів, згаданих тут або в 25 

будь-якому документі, включеному сюди у вигляді посилання, тим самим включаються сюди у 
вигляді посилання й можуть використовуватися при застосуванні на практиці даного винаходу. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Композиція, яка містить 5 

перший рекомбінантний вектор з герпесвірусу індички (HVT), що містить гетерологічний 
полінуклеотид, який (i) кодує і експресує антиген F вірусу хвороби Ньюкасла (NDV-F), що має 
послідовність SEQ ID NO:2, 4, 6, 33, 35 або 37, (ii) функціонально пов'язану з промотором SV40, 
(iii) функціонально пов'язану із сигналом полі-A SV40 та (iv) оптимізовану за кодонами для цього 
виду таким чином, що її експресія в цьому вигляді збільшена, і 10 

другий рекомбінантний вектор HVT, що містить гетерологічний полінуклеотид, який (i) кодує та 
експресує антиген VP2 вірусу інфекційного бурситу (IBDV), що має послідовність SEQ ID NO:8 
або 42, (ii) функціонально пов'язану із сигналом полі-А SV40 та (iii) функціонально пов'язану з 
промотором CMV. 
2. Композиція за п. 1, яка відрізняється тим, що гетерологічний полінуклеотид, який кодує 15 

антиген VP2 IBDV вставлений у локус IG1 генома HVT. 
3. Композиція за п. 1, яка відрізняється тим, що гетерологічний полінуклеотид, який кодує 
антиген VP2 IBDV вставлений у локус IG1 або SORF3-US2 генома HVT. 
4. Композиція, яка відрізняється тим, що містить рекомбінантний вектор HVT, який містить 
перший гетерологічний полінуклеотид, який (i) кодує і експресує NDV-F, що має послідовність 20 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 33, 35 або 37, (ii) функціонально пов'язану з промотором SV40, (iii) 
функціонально пов'язану з сигналом полі-A SV40 і (iv) оптимізовану за кодоном для цього виду 
таким чином, що її експресія в цьому вигляді збільшена, і 
другий гетерологічний полінуклеотид, який (i) кодує і експресує VP2 IBDV, що має послідовність 
SEQ ID NO:8 або 42, (ii) функціонально пов'язану з сигналом полі-A SV40 і (iii) функціонально 25 

пов'язану з промотором CMV. 
5. Композиція за п. 4, яка відрізняється тим, що перший гетерологічний полінуклеотид 
вставлений в локус IG1 генома HVT. 
6. Композиція за п. 4, яка відрізняється тим, що другий гетерологічний полінуклеотид 
вставлений в локус IG1 або SORF3-US2 генома HVT. 30 

7. Композиція за будь-яким з пп. 1-6, яка відрізняється тим, що для застосування в способі 
вакцинації птахів проти пташиного патогену, де спосіб включає щонайменше введення вказаної 
композиції птахові. 
8. Композиція за будь-яким з пп. 1-6, яка відрізняється тим, що для застосування в способі 
індукування захисної імунної відповіді птаха проти пташиного патогену, де спосіб включає 35 

щонайменше введення вказаної композиції птахові. 
9. Композиція за будь-яким з пп. 7 або 8, яка відрізняється тим, що пташиний патоген є 
вірусом хвороби Ньюкасла, вірусом інфекційного бурситу, вірусом хвороби Марека або їх 
комбінацією. 
10. Експресійний рекомбінантний вектор HVT, що містить перший гетерологічний полінуклеотид, 40 

який (i) кодує і експресує NDV-F, що має послідовність SEQ ID NO:2, 4, 6, 33, 35 або 37, (ii) 
функціонально пов'язану з промотором SV40, (iii) функціонально пов'язану з сигналом полі-A 
SV40, та (iii) оптимізовану за кодоном для цього виду таким чином, що її експресія в цьому 
вигляді збільшена, і 
другий гетерологічний полінуклеотид, який (i) кодує і експресує VP2 IBDV, що має послідовність 45 

SEQ ID NO:8 або 42, (ii) функціонально пов'язану з сигналом полі-A SV40 та (iii) функціонально 
пов'язану з промотором CMV. 
11. Експресійний рекомбінантний вектор HVT за п. 10, який відрізняється тим, що перший 
гетерологічний полінуклеотид вставлений в локус IG1 генома HVT. 
12. Експресійний рекомбінантний вектор HVT за п. 10, який відрізняється тим, що другий 50 

гетерологічний полінуклеотид вставлений в локус IG1 або SORF3-US2 генома HVT. 
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