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(57) Изобретение относится к модифицированным живым вирусам репродуктивно-респираторного
синдрома свиней. Вирусы генетически анализировались и отбирались на основе филогенетической
группировки для модификации путем повторяемого пассажирования в культуре тканей. Указанные
модифицированные живые вирусы оценивали на способность обеспечивать защитный иммунитет
к гетерологичным вирусам. Указанные модифицированные живые вирусы полезны в вакцинах,
особенно в вакцинах, которые могут лечить инфекцию свиней несколькими гетерологичными
вирусами.
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Заявка на данное изобретение заявляет преимущество приоритета в заявке на патент США серия  

№ 62/296658, поданной 18 февраля 2016 г., которая включена в данное описание во всей ее полноте по-

средством ссылки. 

Данное изобретение относится к модифицированным живым вирусам репродуктивно-

респираторного синдрома свиней. Модифицированные живые вирусы используются в вакцинах, особен-

но в вакцинах, которые обеспечивают защиту от гетерологичных вирусов. 

Репродуктивно-респираторный синдром свиней (РРСС), первоначально называемый "Загадочная 

болезнь свиней", впервые был описан в Европе, но теперь распространен во всем мире. РРСС вызывает 

поздние аборты, мертворождения и бесплодие у размножающихся свиноматок и респираторные заболе-

вания, снижение показателей роста и даже смерть в питомниках и при выращивании/свиней в заключи-

тельной стадии откорма. РРСС ежегодно приводит к экономическим потерям в размере более 600 мил-

лионов долларов только в США. 

Симптомы заражения вирусом РРСС у взрослых свиней включают, без ограничения, снижение ап-

петита, летаргию, лихорадку и поведенческие изменения, такие как потеря равновесия, кружение и паде-

ние в сторону. Беременные свиноматки могут преждевременно опороситься, прервать беременность или 

рождать мумифицированных или мертворожденных поросят, и до 10% беременных свиноматок могут 

умереть от заражения вирусом РРСС. Зараженные поросята имеют высокий уровень смертности до отъ-

ема, часто слабые, и могут иметь отек вокруг глаз. Инфекция вируса РРСС в питомниках отлучения или 

при выращивании/заключительной стадии откорма свиней может привести, без ограничения, к сниже-

нию прибавки к весу, респираторному дистрессу, тяжелому или быстрому дыханию, пятнистому покрас-

нению кожи и взъерошенной шерсти. 

Вирус РРСС представляет собой оболочечный вирус с примерно 15 кб, линейным, одноцепочечным 

РНК-геномом с положительной цепью, и вирус классифицирован в семейство Arteriviridae. На сегодняш-

ний день в геноме идентифицировано по меньшей мере девять открытых рамок считывания. Вирусы 

РРСС делятся на два общих подтипа. Европейский подтип, вирусы РРСС типа 1, иллюстрируются штам-

мом Лелистад, в то время как вирусы типа 2 североамериканского РРСС иллюстрируются штаммом  

VR-2332. 

Два подтипа могут иметь около 60% идентичности последовательности в своих геномах, и даже 

внутри подтипов индивидуальные штаммы могут варьироваться до около 20% в идентичности их гено-

мов. Эта изменчивость осложнила разработку вакцин для эффективного лечения и/или профилактики 

РРСС. Модифицированные варианты живых вирусов (MLV) вируса РРСС могут генерировать иммуни-

тет против заражения вирусами РРСС, но вакцина наиболее эффективна, когда проблема связана с виру-

сом РРСС, генетически гомологичным MLV. Вакцины MLV были менее эффективны против заражения 

гетерологичными вирусами. Кроме того, MLV продемонстрировали некоторую реверсию к вирулентно-

сти, так что вирус вакцины вызывает заболевание у вакцинированных животных. Вакцины, содержащие 

инактивированные (т.е. убитые) вирусы РРСС, имеют лучшие профили безопасности, но эффективность 

против гетерологичного заражения ограничена. 

Поскольку действующие вакцины РРСС не демонстрируют достаточной безопасности и эффектив-

ности для снижения экономических последствий заражения вирусом РРСС, необходимы новые и улуч-

шенные вакцины. Предпочтительно, чтобы эти вакцины были безопасными и эффективными. Если вак-

цины содержат ослабленный MLV, то ослабленные MLV не должны демонстрировать возврат к виру-

лентности, чтобы считаться безопасным для использования в полевых условиях. Например, путем адап-

тации штамма РРСС к росту в клетках культуры ткани в течение по меньшей мере 80 пассажей или 

предпочтительно по меньшей мере 100 пассажей MLV не должен демонстрировать возврат к вирулент-

ности. Чтобы быть эффективным, штамм вируса вакцины должен быть способен вызывать защитный 

иммунитет у свиньи против ряда филогенетически разнообразных штаммов РРСС дикого типа. Предпоч-

тительно новый штамм вируса вакцины РРСС мог бы вызывать защитный иммунитет у свиньи против по 

меньшей мере трех филогенетически разнообразных штаммов РРСС дикого типа. 

Данное изобретение относится к модифицированному живому штамму вируса вакцины репродук-

тивно-респираторного синдрома свиней (РРСС), причем консенсусная комплементарная последователь-

ность ДНК указанного штамма РРСС по меньшей мере на 90% идентична последовательности, выбран-

ной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и  

SEQ ID NO: 13. Предпочтительно модифицированный живой штамм может иметь консенсусную ком-

плементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 95% идентична последовательно-

сти, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и 

SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно модифицированный живой штамм может также иметь консен-

сусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 98% идентична после-

довательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  

SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Как оценивает специалист среднего класса, из-за высокой скорости му-

тации вируса РРСС модифицированный живой штамм РРСС может содержать множество субпопуляций, 

каждая из которых имеет гомологичный, но не идентичный геном. 

Данное изобретение относится к модифицированному живому штамму вируса репродуктивно-
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респираторного синдрома свиней (РРСС), причем штамм вируса РРСС является штаммом ND 99-14 или 

штаммом SD 11-21. Штамм вируса РРСС следует пассажировать предпочтительно по меньшей мере  

80 раз или более предпочтительно 84 раза в клетках культуры ткани. Наиболее предпочтительно штамм 

вируса РРСС должен пассажироваться 100 раз в клетках культуры ткани. Такой пассаж в клетках культу-

ры ткани полезен для правильного ослабления модифицированного живого штамма вируса РРСС. Ос-

лабленные штаммы вируса РРСС могут вызывать субклиническое, но не клиническое заболевание, когда 

эти штаммы вводят свиньям. Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошедшие пассаж по 

меньшей мере 80 раз, имеют низкую вероятность возврата к вирулентности дикого типа. Наиболее пред-

почтительно модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошедшие пассаж 100 раз, имеют низ-

кую вероятность возврата к вирулентности дикого типа. 

Данное изобретение предусматривает иммуногенную композицию, содержащую модифицирован-

ный живой штамм вируса РРСС, имеющий консенсусную комплементарную последовательность ДНК, 

по меньшей мере на 90% идентичную последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4,  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Предпочтительно моди-

фицированный живой штамм может иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, 

которая по меньшей мере на 95% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно 

модифицированный живой штамм может также иметь консенсусную комплементарную последователь-

ность ДНК, которая по меньшей мере на 98% идентична последовательности, выбранной из группы  

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Как оце-

нивает специалист среднего класса, из-за высокой скорости мутации вируса РРСС модифицированный 

живой штамм РРСС может содержать множество субпопуляций, каждая из которых имеет гомологич-

ный, но не идентичный геном. 

Данное изобретение относится к иммуногенной композиции, содержащей модифицированный жи-

вой штамм вируса РРСС, причем указанный штамм вируса РРСС представляет собой ND 99-14 или  

SD 11-21. Штамм ND 99-14 или штамм SD 11-21 могут пассажироваться по меньшей мере 80 раз или 

предпочтительно даже 84 раза в клетках культуры ткани. Наиболее предпочтительно штамм ND 99-14 

или штамм SD 11-21 могут пассажироваться 100 раз в клетках культуры ткани. Иммуногенная компози-

ция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюби-

лизатор или разбавитель. Иммуногенная композиция может также содержать дополнительный антиген из 

другого вируса или бактериального штамма или паразита. 

Данное изобретение обеспечивает вакцину, содержащую модифицированный живой штамм вируса 

РРСС, причем консенсусная комплементарная последовательность ДНК указанного штамма РРСС по 

меньшей мере на 90% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4,  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Предпочтительно моди-

фицированный живой штамм может иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, 

которая по меньшей мере на 95% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно 

модифицированный живой штамм может также иметь консенсусную комплементарную последователь-

ность ДНК, которая по меньшей мере на 98% идентична последовательности, выбранной из группы  

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Вакцина 

может дополнительно содержать адъювант. Вакцина может дополнительно содержать фармацевтически 

приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюбилизатор или разбавитель. Вакцина может содержать до-

полнительный антиген из другого вируса или бактериального штамма или из паразита. 

В данном изобретении обеспечивается вакцина для использования при лечении или предупрежде-

нии репродуктивно-респираторного синдрома свиней у свиней. Поскольку РРСС вызван вирусом РРСС, 

данное изобретение обеспечивает вакцину для использования при лечении вирусной инфекции РРСС. 

Данное изобретение также обеспечивает вакцину для использования при лечении свиней с симптомом, 

вызванным инфекцией вируса РРСС. Инфекция может быть вызвана вирулентным штаммом вируса 

РРСС дикого типа. Симптомом может быть, без ограничения, снижение аппетита, летаргия, лихорадка, 

поведенческие изменения, такие как потеря равновесия, кружение и падение в сторону, преждевремен-

ный опорос, аборты, мертворождение, отек, снижение прибавки веса, кашель, респираторный дистресс, 

затрудненное или быстрое дыхание, пятнистое покраснение кожи, всклокоченная шерсть, поражение 

легких, вирусная пролиферацию и смерть. В данном изобретении обеспечивается вакцина для использо-

вания в терапии свиней. Данное изобретение также обеспечивает вакцину для использования в терапии 

РРСС у свиней. Предпочтительно вакцина содержит модифицированный живой штамм РРСС, имеющий 

консенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 90%, по мень-

шей мере на 95% или по меньшей мере на 98% идентична последовательности, выбранной из группы 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Наиболее 

предпочтительно вакцина содержит модифицированный живой штамм РРСС, который представляет со-

бой ND 99-14 или SD 11-21. Вакцина может дополнительно содержать адъювант. Вакцина может допол-

нительно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюбилизатор или разба-
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витель. Вакцина может содержать дополнительный антиген из другого вируса или бактериального 

штамма или из паразита. 

Данное изобретение обеспечивает вакцину, содержащую модифицированный живой штамм вируса 

РРСС для использования при лечении или профилактике репродуктивно-респираторного синдрома сви-

ней у свиней. Данное изобретение также обеспечивает вакцину, содержащую модифицированный живой 

штамм вируса РРСС для использования при лечении или профилактике симптома, вызванного вирусной 

инфекцией РРСС у свиней. Симптомом может быть, без ограничения, снижение аппетита, летаргия, ли-

хорадка, поведенческие изменения, такие как потеря равновесия, кружение и падение в сторону, прежде-

временный опорос, аборты, мертворождение, отек, снижение прибавки веса, кашель, респираторный ди-

стресс, затрудненное или быстрое дыхание, пятнистое покраснение кожи, всклокоченная шерсть, пора-

жение легких, вирусная пролиферацию и смерть. Данное изобретение относится к вакцине, содержащей 

модифицированный живой штамм вируса РРСС для использования в терапии свиней. Данное изобрете-

ние также относится к вакцине, содержащей модифицированный живой штамм вируса РРСС для исполь-

зования в терапии РРСС у свиней. Инфекция может происходить от вирулентного штамма дикого типа 

вируса РРСС, гетерологичного модифицированному живому вирусу РРСС в вакцине. Предпочтительно 

вакцина содержит модифицированный живой штамм РРСС, имеющий консенсусную комплементарную 

последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 95% или по меньшей 

мере на 98% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4,  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Наиболее предпочти-

тельно вакцина содержит модифицированный живой штамм РРСС, который представляет собой  

ND 99-14 или SD 11-21. Вакцина может дополнительно содержать адъювант. Вакцина может дополни-

тельно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюбилизатор или разбави-

тель. Вакцина может содержать дополнительный антиген из другого вируса или бактериального штамма 

или из паразита. 

Данное изобретение относится к способу лечения или предупреждения симптома репродуктивно-

респираторного синдрома у свиней, включающему введение указанным свиньям иммуногенной компо-

зиции, содержащей модифицированный живой штамм вируса РРСС. Данное изобретение также относит-

ся к способу лечения или предупреждения репродуктивно-респираторного синдрома у свиней, вклю-

чающему введение указанным свиньям иммуногенной композиции, содержащей модифицированный 

живой штамм вируса РРСС. Предпочтительно модифицированный живой штамм вируса РРСС для ис-

пользования в этом способе будет иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, по 

меньшей мере на 90% идентичную последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4,  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно 

модифицированный живой штамм вируса РРСС для использования в этом способе будет иметь консен-

сусную комплементарную последовательность ДНК, по меньшей мере на 95% идентичную последова-

тельности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  

SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно модифицированный живой штамм вируса РРСС 

для использования в этом способе будет иметь консенсусную комплементарную последовательность 

ДНК, по меньшей мере на 98% идентичную последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, 

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Иммуногенная компози-

ция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюби-

лизатор или разбавитель. Иммуногенная композиция может содержать дополнительный антиген из дру-

гого вируса или из бактерии или из паразита. 

Данное изобретение относится к способу лечения или предупреждения репродуктивно-

респираторного синдрома у свиней, включающему введение указанным свиньям иммуногенной компо-

зиции, содержащей модифицированный живой штамм вируса репродуктивно-респираторного синдрома 

(РРСС), причем указанный РРСС штамм вируса представляет собой ND 99-14 или SD 11-21. Штамм  

ND 99-14 или штамм SD 11-21 для использования в этом способе могут пассажироваться по меньшей 

мере 80 раз или предпочтительно 84 раза в клетках культуры ткани. Наиболее предпочтительно штамм 

ND 99-14 или штамм SD 11-21 для использования в способе пассажируют 100 раз в клетках культуры 

ткани. Иммуногенная композиция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемый экс-

ципиент, стабилизатор, солюбилизатор или разбавитель. Иммуногенная композиция может содержать 

дополнительный антиген из другого вируса или бактериального штамма или паразита. 

Данное изобретение относится к способу лечения или предупреждения симптома, вызванного ви-

русной инфекцией РРСС у свиней, включающему введение указанной свинье иммуногенной компози-

ции, содержащей модифицированный живой штамм вируса репродуктивно-респираторного синдрома 

свиней (РРСС), причем консенсусная комплементарная последовательность ДНК указанного штамма 

РРСС предпочтительно по меньшей мере на 90% идентична последовательности, выбранной из группы 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более 

предпочтительно модифицированный живой штамм для использования в этом способе может также 

иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 95% 

идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,  
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SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Более предпочтительно модифицированный живой 

штамм для использования в этом способе может также иметь консенсусную комплементарную последо-

вательность ДНК, которая по меньшей мере на 98% идентична последовательности, выбранной из груп-

пы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Им-

муногенная композиция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, 

стабилизатор, солюбилизатор или разбавитель. Иммуногенная композиция может также содержать до-

полнительный антиген из другого вируса или бактериального штамма или паразита. 

Данное изобретение относится к способу лечения или лечения симптома, вызванного вирусной ин-

фекцией РРСС, у свиней, включающему введение указанным свиньям иммуногенной композиции, со-

держащей модифицированный живой штамм вируса репродуктивно-респираторного синдрома (РРСС), 

причем указанный РРСС штамм вируса представляет собой ND 99-14 или SD 11-21. Штамм ND 99-14 

или штамм SD 11-21 для использования в этом способе могут пассажироваться по меньшей мере 80 раз 

или предпочтительно 84 раза в клетках культуры ткани. Наиболее предпочтительно штамм ND 99-14 или 

штамм SD 11-21 для использования в способе пассажируют 100 раз в клетках культуры ткани. Иммуно-

генная композиция может дополнительно содержать фармацевтически приемлемый эксципиент, стаби-

лизатор, солюбилизатор или разбавитель. Иммуногенная композиция может также содержать дополни-

тельный антиген из другого вируса или бактериального штамма или паразита. Инфекция вируса РРСС 

может быть инфекцией вызванной вирулентным вирусом РРСС, гетерологичным модифицированному 

живому штамму вируса РРСС в иммуногенной композиции. Два штамма вируса РРСС считаются гетеро-

логичными, если геномная консенсусная последовательность каждого штамма вируса сопоставляется с 

другой филогенетической группой. Два штамма вируса РРСС считаются гетерологичными, если компле-

ментарная консенсусная последовательность ДНК каждого штамма вируса сопоставляется с другой фи-

логенетической группой. 

Данное изобретение предусматривает использование модифицированного живого штамма вируса 

РРСС при изготовлении лекарственного средства для лечения или профилактики симптома РРСС, при-

чем модифицированный живой вирус РРСС содержит консенсусную комплементарную последователь-

ность ДНК, по меньшей мере на 90% идентичную последовательности, выбранной из группы  

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Предпоч-

тительно модифицированный живой штамм может также иметь консенсусную комплементарную после-

довательность ДНК, которая по меньшей мере на 95% идентична последовательности, выбранной из 

группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

Более предпочтительно модифицированный живой штамм может также иметь консенсусную комплемен-

тарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 98% идентична последовательности, вы-

бранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и  

SEQ ID NO: 13. 

Данное изобретение предусматривает использование модифицированного живого штамма вируса 

РРСС, содержащего штамм ND 99-14 или штамм SD 11-21, при изготовлении лекарственного средства 

для лечения или профилактики симптомов РРСС. Модифицированный живой штамм вируса РРСС дол-

жен пассажироваться по меньшей мере 80 раз или предпочтительно 84 раза в клетках культуры ткани. 

Кроме того, штамм вируса РРСС должен пассажироваться 100 раз в клетках культуры ткани. Такой пас-

саж в клетках культуры ткани полезен для правильного ослабления модифицированного живого штамма 

вируса РРСС. Ослабленные штаммы вируса РРСС могут вызывать субклиническое, но не клиническое 

заболевание, когда эти штаммы вводят свиньям. Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, про-

шедшие пассаж по меньшей мере 80 раз, имеют низкую вероятность возврата к вирулентности дикого 

типа. Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошедшие пассаж 100 раз, имеют низкую ве-

роятность возврата к вирулентности дикого типа. 

Данное изобретение относится к применению иммуногенной композиции, содержащей модифици-

рованный живой штамм вируса РРСС при изготовлении лекарственного средства для лечения вирусной 

инфекции РРСС, причем модифицированный живой штамм вируса РРСС содержит консенсусную ком-

плементарную последовательность ДНК, по меньшей мере на 90% идентичную последовательности, вы-

бранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и  

SEQ ID NO: 13. Модифицированный живой штамм для такого использования также может иметь кон-

сенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 95% идентична 

последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, 

SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Модифицированный живой штамм для такого использования также 

может иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 

98% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

Данное изобретение относится к применению иммуногенной композиции, содержащей модифици-

рованный живой штамм вируса РРСС, содержащий штамм ND 99-14 или штамм SD 11-21, при изготов-

лении лекарственного средства для лечения вирусной инфекции РРСС. Штамм вируса РРСС должен пас-

сажироваться по меньшей мере 80 раз или предпочтительно 84 раза в клетках культуры ткани. Кроме 
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того, штамм вируса РРСС должен пассажироваться 100 раз в клетках культуры ткани. Такой пассаж в 

клетках культуры ткани полезен для правильного ослабления модифицированного живого штамма виру-

са РРСС. Ослабленные штаммы вируса РРСС могут вызывать субклиническое, но не клиническое забо-

левание, когда эти штаммы вводят свиньям. Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошед-

шие пассаж по меньшей мере 80 раз, имеют низкую вероятность возврата к вирулентности дикого типа. 

Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошедшие пассаж 100 раз, имеют низкую вероят-

ность возврата к вирулентности дикого типа. 

Данное изобретение относится к применению иммуногенной композиции, содержащей модифици-

рованный живой штамм вируса РРСС при изготовлении лекарственного средства для защиты свиньи от 

вирусной инфекции РРСС, причем модифицированный живой штамм вируса РРСС содержит консенсус-

ную комплементарную последовательность ДНК, по меньшей мере на 90% идентичную последователь-

ности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,  

SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Модифицированный живой штамм для такого использования также 

может иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по меньшей мере на 

95% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. Модифицированный живой штамм для такого исполь-

зования также может иметь консенсусную комплементарную последовательность ДНК, которая по 

меньшей мере на 98% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 4,  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

Данное изобретение относится к применению иммуногенной композиции, содержащей модифици-

рованный живой штамм вируса РРСС, содержащий штамм ND 99-14 или штамм SD 11-21, при изготов-

лении лекарственного средства для защиты свиньи от вирусной инфекции РРСС. Штамм вируса РРСС 

должен пассажироваться по меньшей мере 80 раз или предпочтительно 84 раза в клетках культуры тка-

ни. Кроме того, штамм вируса РРСС должен пассажироваться 100 раз в клетках культуры ткани. Такой 

пассаж в клетках культуры ткани полезен для правильного ослабления модифицированного живого 

штамма вируса РРСС. Ослабленные штаммы вируса РРСС могут вызывать субклиническое, но не клини-

ческое заболевание, когда эти штаммы вводят свиньям. Модифицированные живые штаммы вируса 

РРСС, прошедшие пассаж по меньшей мере 80 раз, имеют низкую вероятность возврата к вирулентности 

дикого типа. Модифицированные живые штаммы вируса РРСС, прошедшие пассаж 100 раз, имеют низ-

кую вероятность возврата к вирулентности дикого типа. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей PRRSV ORF5 типа 2. 

Фиг. 2. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей PRRSV nsp1 типа 2. 

Фиг. 3. Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей доменов PRRSV nsp2 OTU 

типа 2. 

Фиг. 4. Вариация различных изолятов PRRSV поля при стимуляции экспрессии ИФН-альфа  

(ИФН-α). 

Фиг. 5. Анализ DeISGylation с различными изолятами PRRSV поля. 

Определения 

Как используется в следующем обсуждении, термины в единственном и множественном числе сле-

дует понимать как охватывающие один или более, если не указано иное. 

Используемый в данном документе термин "вирус" может означать либо вид вируса, либо взаимо-

заменяемую индивидуальную инфекционную единицу, которая может содержать нуклеиновые кислоты, 

белки и липидную мембрану. Индивидуальная инфекционная единица также называется "вирусной час-

тицей" или "вирионом", причем последние термины являются синонимами. 

Используемый в данном документе термин "штамм" или "изолят" вируса представляет собой набор 

генетически гомологичных вирионов. Два вируса считаются "гомологичными", если эти вирусы будут 

сопоставляться с одной и той же филогенетической кладой. Два вируса считаются "гетерологичными", 

если эти вирусы относятся к различным филогенетическим кладам. Поскольку вирус РРСС имеет высо-

кую скорость мутации, будет понятно, что один штамм РРСС содержит отдельные вирионы с родствен-

ными, но измененными генетическими последовательностями. Таким образом, субпопуляции штаммов 

существуют в каждом штамме РРСС, а генетическая последовательность штамма РРСС является консен-

сусной последовательностью, так что генетическая последовательность отдельного члена штамма РРСС 

может быть не идентична консенсусной последовательности этого штамма. "Консенсусная" последова-

тельность представляет собой последовательность нуклеиновой кислоты, в которой каждый остаток нук-

леиновой кислоты в данном положении присутствует в >50% полинуклеотидов в штамме или изоляторе 

вируса РРСС. 

"Процентная идентичность" может быть определена путем вычисления количества идентичных 

нуклеотидов или аминокислот в тех же положениях в нуклеиновой кислоте или белке. Вычисление про-

центной идентичности включает в себя определение оптимального выравнивания между двумя или более 

последовательностями. Выравнивание может принимать во внимание вставки и делеции (т.е. "гэпы") в 

каждой из последовательностей, подлежащих тестированию, такие как, без ограничения, в некодирую-
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щих участках нуклеиновых кислот и усечениях или расширениях полипептидных последовательностей. 

Компьютерные программы и алгоритмы, такие как Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), могут 

использоваться для определения процента идентичности. BLAST - один из многих ресурсов, предостав-

ленных Национальным центром информации о биотехнологии США. Поскольку генетический код явля-

ется вырожденным и более чем один кодон может кодировать данную аминокислоту, кодирующие уча-

стки нуклеиновых кислот считаются идентичными, если нуклеиновые кислоты кодируют идентичные 

полипептиды. Таким образом, процентная идентичность также может быть рассчитана на основе поли-

пептида, кодируемого нуклеиновой кислотой. Процент идентичности может быть рассчитан на основе 

полноразмерных консенсусных геномных последовательностей или на фракции геномной последова-

тельности, такой как, например, без ограничения, на отдельных открытых рамках считывания (ORF). 

Используемый в данном документе, термин "модифицированный живой вирус" применим к любой 

отдельной вирусной частице (т.е. к "вириону") или к множественности вирусных частиц, чья генетиче-

ская последовательность была изменена из генетической последовательности вируса дикого типа естест-

венного происхождения. Изменения включают, без ограничения, генетические мутации, такие как встав-

ки и делеции нуклеотидов, переходы и трансверсии, которые изменяют один нуклеотид для другого нук-

леотида. Изменения могут быть достигнуты путем адаптации вируса дикого типа к репликации в системе 

культуры ткани и продолжения пассажа вируса в системе культуры ткани, при которой вирус накаплива-

ет генетические мутации. Изменения также могут быть выполнены с использованием молекулярных ме-

тодов. Ослабленные вирусы образуют подмножество модифицированных живых вирусов. 

Используемый в данном документе термин "ослабленный" или "ослабление" означает, что способ-

ность вируса вызывать или усугублять клиническое заболевание была снижена или устранена. Ослаб-

ленный вирус может все еще инфицировать клетку-хозяин либо in vitro, либо in vivo, и эта инфекция мо-

жет привести к субклиническим эффектам в организме хозяина, но эта инфекция не приводит к одному 

или более симптомам клинического заболевания. 

Напротив, как используется в данном документе, "инактивированные" вирусы означают вирусы, 

которые больше не могут реплицироваться в клетке-хозяине. Инактивированные вирусы считаются уби-

тыми или мертвыми вирусами. Инактивацию можно осуществлять различными способами, включая, но 

не ограничиваясь ими, химическое изменение вирусных белков, химические или физические изменения в 

структуре вириона или химические или физические изменения в вирусных нуклеиновых кислотах. 

"Антиген" - это любая молекула, способная специфически обнаруживаться иммунной системой ор-

ганизма. Обычно вирусным антигеном является вирусный белок, кодируемый вирусным геномом или 

полученный из продуктов вирусного генома. Наличие вирусных антигенов может быть специфически 

обнаружено поверхностными антигенными рецепторами как Т-лимфоцитов хозяина, так и В-лимфоцитов 

хозяина и молекулами антител, синтезированными клетками-хозяевами. 

"Иммуногенность" относится к способности антигена вызывать иммунный ответ, причем указан-

ный иммунный ответ включает как антигенспецифические ответы, так и не антигенспецифические отве-

ты или врожденные иммунные ответы. "Защитный иммунитет" представляет собой иммунный ответ, 

который может уменьшить или предотвратить клинические симптомы, когда иммунизированное живот-

ное заражено или подвергается воздействию штамма патогенного вируса. Как будет понятно специали-

сту в данной области, защитный иммунитет может снижаться со временем или увеличением возраста 

иммунизированного животного. Защитный иммунитет, используемый в данном документе, должен быть 

эффективным в течение по меньшей мере четырех месяцев, но предпочтительно по меньшей мере шести 

месяцев, с последней даты иммунизации. Защитный иммунитет может быть вызван одной дозой вакци-

ны. Вторую или дополнительную дозу можно использовать для увеличения или продления защитного 

иммунного ответа. Например, увеличение защитного иммунного ответа у размножающейся свиноматки 

может привести к увеличению уровня материнских антител у поросят. 

В отличие от антигена, "адъювант" представляет собой неспецифический стимулятор иммунного 

ответа. Адъювант может стимулировать врожденный иммунный ответ путем связывания и активации 

рецептора распознавания структур (PRR). Такими стимуляторами PRR могут быть, например, вирусные 

или бактериальные нуклеиновые кислоты, липиды бактерий или паразитов или бактериальные белки или 

токсины или любая искусственно сконструированная имитация таких молекул. Адъюванты также вклю-

чают, без ограничения, неорганические соединения, которые объединяют антигены для облегчения рас-

познавания В-лимфоцитами или поглощения фагоцитами, такие как квасцы, гидроксид алюминия, фос-

фат алюминия, гидроксид фосфата кальция или сульфат аммония; масла и детергенты. Адъюванты также 

могут быть медиаторами хозяев иммунной сигнализации, такими как, без ограничения, цитокины, лим-

фокины, хемокины, интерфероны, анафилатоксины, факторы роста, факторы дифференциации и молеку-

лы адгезии. 

Используемый в данном документе термин "иммуногенная композиция" представляет собой компо-

зицию, которая вызывает иммунный ответ при введении животному. Иммуногенная композиция содер-

жит по меньшей мере один антиген и по меньшей мере один фармацевтически приемлемый эксципиент, 

стабилизатор, солюбилизатор или разбавитель. Описание фармацевтически приемлемых эксципиентов, 

стабилизаторов, солюбилизаторов или разбавителей можно найти, например, в "Remington: The Science 
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and Practice of Pharmacy", Lloyd V. Allen, ed., Pharmaceutical Press, London, UK, 22
nd

 edition, 2012. Антиген 

может быть целым вирусом, бактерией или другим патогеном, живым или инактивированным. Антиген 

также может быть выделен, очищен или частично очищен антигенной молекулой от вируса, бактерии 

или другого патогена. Антиген может быть полипептидом, полисахаридом, нуклеиновой кислотой или 

липидом. 

Используемый в данном документе термин "вакцина" представляет собой иммуногенную компози-

цию, которая обеспечивает защиту от, профилактику от или лечение симптома заболевания при введении 

животному, причем указанный симптом вызван патогенным организмом, например вирусом. Вакцина 

РРСС может включать, без ограничения, вирусные антигены или интактные вирионы, живые или инак-

тивированные, в составе с фармацевтически приемлемыми адъювантами, эксципиентами, стабилизато-

рами, солюбилизаторами или разбавителями. 

Используемые в данном документе термины "лечиться", "лечить" или "лечение" включают, без ог-

раничений, ограничение, замедление, остановку, уменьшение, улучшение или изменение прогрессирова-

ния или тяжести существующего симптома, расстройства, состояния или заболевания. Лечение может 

применяться или вводиться терапевтически. 

Используемые в данном документе термины "предотвращает", "предотвращать" или "предотвраще-

ние" включают, без ограничения, уменьшение, снижение или ослабление риска симптома, расстройства, 

состояния или заболевания и защиту животного от симптома, расстройства, состояния или заболевания. 

Профилактику можно применять или назначать профилактически. 

Используемый в данном документе термин "введение животному" включает, но не ограничивается 

ими, кожное, подкожное, внутримышечное, слизистое, подслизистое, трансдермальное, пероральное или 

интраназальное введение. Введение может включать инъекцию или местное введение. 

Следующие экспериментальные примеры иллюстрируют модифицированные живые вирусы РРСС, 

а также иллюстрируют иммуногенные композиции, содержащие модифицированные живые вирусы 

РРСС. Следующие экспериментальные примеры также иллюстрируют использование модифицирован-

ных живых вирусов РРСС для лечения свиней от симптомов РРСС. Понятно, что другие варианты осу-

ществления изобретения и применения будут очевидны специалистам в данной области и что изобрете-

ние не ограничено этими конкретными иллюстративными примерами или предпочтительными вариан-

тами осуществления изобретения. 

Примеры 

Пример 1. 

Заявители намерены разработать широко защищающую MLV-вакцину для РРСС. Уникальные уча-

стки в вакцинных вирусах идентифицированы для разработки генетических маркеров и дифференциаль-

ных диагностических тестов. 

Конкретными целями являются: 

1) установить штаммы кандидаты вакцины РРСС; 

2) идентифицировать уникальный участок маркера в кандидате вируса вакцины и разработать диф-

ференциальные диагностические реагенты и тесты для дифференциации вакцинированных животных от 

животных, инфицированных вирусом дикого типа; и 

3) провести in vivo оценку безопасности и эффективности вакцин-кандидатов и оценить дифферен-

циальную способность сравнительных диагностических анализов. 

Были созданы девять кандидатов вирусов вакцины. Подробная характеристика этих потенциальных 

вирусов представлена ниже. 

Вирус изначально выделяли путем выращивания в альвеолярных макрофагах свиньи, полученных 

из легких обычно выращенных 3- до 9-недельных свиней. Легкие вырезают и промывают три или четыре 

раза натрий-фосфатным буфером, рН 7,2. Клетки центрифугируют в течение 10 мин при 800×g при 4°C. 

Надосадочную жидкость декантируют и клетки промывают в натрий-фосфатном буфере и повторно оса-

ждают два раза. Клетки ресуспендируют в среде RPMI 1640, дополненной 10% облученной фетальной 

бычьей сывороткой и соответствующими уровнями антибиотиков. Макрофаги высевают в количестве 

10
6
 клеток/мл в 24-луночные планшеты и выдерживают в течение 7 ч. Неадгезивные клетки декантиру-

ют, а лунки заправляют 10% фетальной бычьей сывороткой и средой RPMI. Полевые образцы сыворотки 

свиньи, которые подтвердили как PRRSV позитивные с помощью ОТ-ПЦР, используются для инокуля-

ции макрофагов при 72-часовой культуре макрофагов. Через 48 ч после инокуляции инфекцию подтвер-

ждают тестом прямой флуоресценции антитела с использованием моноклонального антитела (мАт) про-

тив белка нуклеокапсида PRRSV. 

Каждый изолят вируса затем клонируют методом бляшкообразования. Конфлюэнтные клеточные 

монослои инфицированы вирусами при множественности инфекции (MOI) 0,1. Через 2 ч надосадок кле-

точной культуры удаляют и наносят слой агара. Бляшки обнаруживаются через 5 дней при 37°C. По 

меньшей мере 10 отдельных бляшек каждого изолята вируса собирают и размножают в культивируемых 

клетках. 

Последующий пассаж вируса осуществляют путем заражения клеток вирусами клонированными 

методом бляшкообразования при MOI 0,1. Через 3 дня культуральный супернатант наносили на 0,5 М 
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сахарозную подушку и центрифугировали при 100000×g в течение 14 ч. Пеллеты вируса промывают 

PBS, и они могут храниться при -80°C. 

Чтобы определить геномную последовательность каждого изолята вируса, РНК экстрагируют из 

очищенных сахарозой вирусов с использованием набора вирусной РНК QiaAmp (Qiagen). Полноразмер-

ные последовательности генома определяются с использованием секвенирования следующего поколения 

в Purdue University Genomic Core Facility. 

Нуклеотидные последовательности выровнены с использованием программы выравнивания множе-

ственной последовательности CLUSTAL W. Анализ расстояния между соседями выполняется на полу-

ченной матрице расстояний с использованием программного обеспечения Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA4), доступного в Центре эволюционной медицины и информатики (Tempe, AZ, USA). 

Опция bootstrap выполняется с NJBOOT из 5000 репликатов для оценки устойчивости внутренних ветвей 

филогенетического дерева. 

В общей сложности 32 изолята поля PRRSV были оценены по их потенциалу в качестве кандидатов 

вакцины. Первоначально три из наиболее гипервариабельных участков вируса (nsp1, nsp2 и ORF5) были 

секвенированы для филогенетического анализа. 

На фиг. 1-3 показан результат филогенетических деревьев, сконструированных методом соседних 

соединений, основанных на последовательностях домена nsp1, nsp2 овариальной опухоли (OTU) или 

ORF5. Для дальнейшей характеристики были выбраны девять изолятов (выделенных в боксах), пред-

ставляющих каждый основной кластер в филогенетическом дереве. Во всех трех филогенетических де-

ревьях изоляты ND99-14 и ND99-17 располагаются в отдельной кладе из клад, содержащих текущие 

коммерческие штаммы PRRSV вакцины. Эти два вируса также обладают способностью стимулировать 

производство интерферона (ИФН-α) (см. фиг. 4). Изоляты SD95-10 и SD95-47 сгруппированы в ту же 

кладу, что и штаммы VR2332 и INGELVAC PRRS MLV, полученные из VR2332. Изоляты 12-7455 и 

SD11-21 представляют собой кладу более поздних пятен поля. В nsp1 и nsp2 филогенетические деревья 

доменов OTU, SD04-89 и SD98-163 сгруппированы в кладу с китайским высокопатогенном штамме 

JX143 и штамме INGELVAC PRRS ATP, который был получен из штамма JA142. В филогенетических 

деревьях доменов ORF5 и nsp2 OTU, MN05-68 сгруппированы в кладу со штаммами JX143 и INGEL-

VAC PRRS ATP. 

Одним из критериев развития вакцины является то, что у вируса-кандидата должна быть способ-

ность стимулировать иммунные реакции хозяина. Предыдущие исследования показали, что PRRSV по-

давляет врожденный иммунный клеточный ответ хозяина, a nsp2 является одним из врожденных антаго-

нистов для подавления экспрессии интерферона (ИФН) и стимулированных интерферонами генов (ISG). 

Чтобы оценить, могут ли штаммы вируса индуцировать интерферон альфа (ИФН-α), макрофаги свиней 

либо заражаются различными изолятами поля при MOI 1, либо были ложно инфицированы. После 24 ч 

после инфекции клеточный культуральный супернатант собирали для количественной оценки ИФН-α 

экспрессии с использованием флуоресцентного микросферного иммуноанализа, как описано ранее  

(Lawson et al., Vaccine 28: 5356-64 (2010)). Количество ИФН-α определяли с использованием средних 

значений интенсивности флуоресценции и результат сравнивали со средними значениями из ложно-

инфицированных контрольных клеток. 

Анализ in vitro deISGylation был проведен для выбора вирусов, которые обладают слабой способно-

стью подавлять экспрессию ISG. Анализ deISGylation проводят, как описано ранее (Sun et al., J. Virology, 

86(7):3839-50 (2012)). Вкратце, клетки HeLa совместно трансфицируются плазмидной ДНК, экспресси-

рующей ферменты конъюгации E1/E2/E3, FLAG-меченый ISG15 и PRRSV PLP2 (aa386-578). Пустая век-

торная плазмида включена как контроль. Через 6 ч после трансфекции клетки стимулируют 1000 Е/мл 

ИФН-α. Клетки собирают через 24 ч после стимуляции и анализируют путем иммуноблоттинга. Мем-

брану исследуют антителом против FLAG для определения экспрессии свободных и конъюгированных 

форм ISG15. Экспрессия PRRSV PLP2 детектируется с использованием nsp2-специфического монокло-

нального антитела. Как показано на фиг. 5, изоляты SD95-10 и SD11-21 оказывают меньшее влияние на 

ISGylation клеточных белков, предполагая, что эти два изолята будут иметь потенциал для будущего раз-

вития вакцины. Была дополнительно протестирована способность вирусов стимулировать экспрессию 

ИФН-α. SD04-30 и MO04-25 были задокументированы ранее, чтобы иметь возможность улучшить про-

изводство ИФН-α. Используя эти два изолята в качестве контролей, уровни экспрессии ИФН-α измеряют 

в PRRSV-зараженных альвеолярных макрофагах свиней. Как и ожидалось, SD04-30 и MO04-25 стимули-

руют значительный объем ИФН-α экспрессии (фиг. 4). Напротив, изоляты SD95-21, ND99-17, SD06-21 и 

SD92-18 стимулируют уровень ИФН-α совместимого с уровнем SD04-30 и MO04-25. Изоляты MN91-45, 

ND99-14 и NE06-05 демонстрируют слабую стимуляцию экспрессии ИФН-α. 

Основываясь на результатах иммунного анализа и анализе филогении, девять изолятов типа 2 изна-

чально выбирают для продолжения пассажей в культивируемых не-свинных клетках на 80 пассажей. В 

дополнение к этим девяти вирусам типа 2 в дальнейший анализ также включены SD03-15 (штамм типа 

1), SD02-11 (штамм типа 1) и SD02-10 (смесь вирусов типа 1 и типа 2). В общей сложности девять виру-

сов пассажей-80 (П80) выбраны для клонирования методом бляшкообразования два раза в культуре кле-
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ток, а вирусы пассажей-82 (П82) дополнительно очищаются через подушку сахарозы и хранятся в виде 

вирусного базового раствора. Титры вируса определялись при пассаже каждого кандидата вируса вакци-

ны, которые варьировались между 4,5-7 log фокус флуоресцирующие единицы (FFU)/мл. Изоляты вируса 

с титрами ниже 5 log FFU/мл исключены из дальнейшего изучения. Полноразмерные последовательно-

сти генома для 11 изолятов вирусов-кандидатов были первоначально определены 11 февраля 2013 г., и 

окончательные продукты из девяти вирусов-кандидатов вакцины (П83), очищенных путем клонирования 

вирусов методом бляшкообразования и сахарозной подушкой, были снова секвенированы и документи-

рованы 22 декабря 2013 г. 

Консенсусные последовательности кДНК для девяти изолятов вируса PRRS в пассаже 83 (П83) бы-

ли депонированы в базе данных генетической последовательности GenBank, аннотированной коллекции 

всех общедоступных последовательностей нуклеиновых кислот. База данных GenBank поддерживается 

Национальным центром информации по биотехнологии (NCBI), входящим в Национальные институты 

здравоохранения США (NIH). GenBank является частью International Nucleotide Sequence Database  

Collaboration. 

Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 95-10 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131565 (SEQ ID NO: 1). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 1, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 95-47 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131564 (SEQ ID NO: 2). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 2, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 98-163 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131563 (SEQ ID NO: 3). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 3, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 99-14 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131562 (SEQ ID NO: 4). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 4, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 02-10 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131561 (SEQ ID NO: 5). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 5, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 03-15 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131560 (SEQ ID NO: 6). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 6, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 04-89 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131559 (SEQ ID NO: 7). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 7, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС MN 05-68 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131558 (SEQ ID NO: 8). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 8, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма РРСС SD 11-21 на П83 присвоен номер доступа 

GenBank KU131557 (SEQ ID NO: 9). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 9, представляет собой: 
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Специалист в данной области должен узнать, что полиаденозиновые хвосты каждой из геномных 

консенсусных последовательностей могут варьироваться в зависимости от указанных выше последова-

тельностей. 

Пример 2. 

Целью данного исследования является оценка эффективности экспериментальных вакцин PRRSV 

при выращивании свиней после гетерологичного заражения вирулентным вирусом РРСС. Эффектив-

ность тестовой вакцины основана на эффективности вакцины для уменьшения легочных поражений и 

виремии по сравнению с невакцинированным контролем. Дизайн этого исследования приведен в табл. 1. 

Таблица 1 

Дизайн исследования 

 
1Флуоресцентная фокусирующая единица (FFU). 
2Плацебо-контролируемые животные получали натрий-фосфатный буфер (PBS). 
3в/м = внутримышечно. 

Фаза предварительного заражения длилась со дня прибытия на место исследования (день -1) до дня 

заражения (день 35). Образцы крови для определения антител к PRRSV с использованием тестирования 

нейтрализации флуоресцентных фокусов (FFN) были собраны в дни 0, 14, 28 и 35. Образцы крови для 

определения виремии PRRSV были собраны в дни 0 и 35. Мазки из носа для оценки вирусной нагрузки 

были собраны в дни 0 и 35. Измерение массы тела (фунты) проводилось в день 0 и до заражения  

в день 35. 
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На 35-й день использовали 3 мл нелюеровый шприц для доставки 2-мл дозы интраназально, при-

близительно 1 мл на ноздрю. Фаза после заражения длилась от 35- до 49-го дня. Все свиньи были инди-

видуально оценены на депрессию, состояние тела и респираторный дистресс в дни 35-49 и оценивались 

по каждому клиническому признаку. Образцы крови для определения сывороточного антитела (FFN) к 

PRRSV были собраны в дни 42 и 49. Образцы крови для определения виремии PRRSV были собраны в 

дни 38, 42, 45 и 49. Мазки из носа для оценки вирусной нагрузки были собраны в дни 38, 42, 45 и 49. Из-

мерение массы тела было сделано во время вскрытия в 49-й день. На 49-й день животные гуманно были 

подвергнуты эвтаназии согласно стандартной процедуре, а легкие были оценены Исследователем, кото-

рый был ослеплен по отношению к лечению. Каждая из семи легочных долек была исследована как ви-

зуально, так и пальпацией на грубые характерные поражения, связанные с PRRSV. Количество пораже-

ний/консолидации в каждой легочной доле оценивалось как фактическое между 0 и 100% доли. Оценка 

для каждой доли была введена во взвешенную формулу для расчета процента легкого с поражением. 

Для этого исследования использовалось девяносто шесть отлученных гибридных свинок и боровов, 

возраст которых составлял примерно 3 недели, которые были серо-негативными для PRRSV и оценива-

лись как здоровые. По прибытии на место исследования выбранное исследуемое животное было случай-

но распределено в группы лечения (T01-T09) и загон исследования. По прибытии все животные-

кандидаты, которые соответствовали критериям включения, были включены в исследование, и те, кото-

рые не соответствовали критериям, были исключены: 1) серонегативные для PRRSV, как было протести-

ровано методом нейтрализации сыворотки (FFN) в день 0; и 2) животные, клинически оцениваемые как 

имеющие хорошее здоровье, основанное на физическом осмотре, проведенном в день 0. 

По прибытии на место проведения исследования свиньи были размещены по группам лечения в пя-

ти помещениях для содержания BSL-2 с контролируемыми условиями. В каждой комнате для содержа-

ния содержалось пять загонов, способных вмещать пять свиней в загоне. В пределах каждой из комнат 

для вакцинации две группы лечения были разделены барьером из пластика, а группы не имели одного и 

того же воздушного пространства. Биобезопасность строго поддерживалась между двумя областями, 

разделяющими группы вакцинации в комнате. Свиней кормили соответствующе произведенном, стан-

дартным рационом свиней (NRC, 2012) ad libitum. У свиней был доступ к чистой питьевой воде  

ad libitum. 

Общие наблюдения за состоянием здоровья проводились один раз в день с момента прибытия на 

место проведения исследования до дня, предшествующего заражению (с дня -1 по 34). Все свиньи были 

индивидуально оценены на депрессию, состояние тела и респираторный дистресс в дни 35-49 и оценива-

лись по каждому клиническому признаку, как определено в системе подсчета очков. 

Животные, которые развили клинически значимое сопутствующее заболевание до 35-го дня, были 

удалены из исследования. Любые данные, собранные у свиньи до исключения, не были включены в ана-

лиз данных. После заражения на 35-й день любая свинья, найденная мертвой или в момент смерти, была 

вскрыта, чтобы определить причину смерти, если это возможно. Из-за смерти, связанной с S. suis, и под-

твержденной болезни в одном загоне (T08), антибиотик EXCEDE (Zoetis Animal Health) вводили от-

дельным исследуемым животным по мере необходимости и всем животным на 30-й день. 

Все штаммы-кандидаты PRRSV были пассажированы 83 раза на клетки MARC-145. Были опреде-

лены титры для каждой из восьми вакцин, как показано в табл. 1. Тесты на стерильность в соответствии с 

требованиями USDA 9 C.F.R были успешно завершены в Benchmark BioLabs, Линкольн, Небраска. Вак-

цины содержали PRRSV в фармацевтически приемлемом эксципиенте, т.е. физиологическом солевом 

растворе. 

Непосредственно перед использованием три 1 мл пробирки с исходным раствором штамма PRRSV 

NADC-20 для экспериментального заражения оттаивали при комнатной температуре и добавляли 3 мл 

исходного раствора в 297 мл минимальной питательной среды Игла с солями Эрла и L-глутамином 

(MEM) из Mediatech, Inc. в стерильном контейнере. Инокулят (состоящий из вирусного исходного рас-

твора и среды) смешивали вручную и сохраняли на мокром льду во время введения животным. Перед 

заражением 5 мл зараженного инокулята аликвотировали непосредственно в стерильный контейнер для 

подачи в диагностическую лабораторию для определения титра. Результаты титрования составляли  

10
2,75

 TCID50/мл. 

Животное было экспериментальной единицей. Различия между группами оценивали с использова-

нием двусторонних тестов при альфа = 0,05. 

Процент общего количества легких с поражениями рассчитывали по следующей формуле: 

Процент общего легкого с поражениями = {(0,10 × левое апикальное) + (0,10 × левое сердечное) + (0,25 × 

левое диафрагмальное) + (0,10 × правое апикальное) + (0,10 × правое сердечное) + (0,25 × правое диа-

фрагмальное) + (0,10 × промежуточное)}. 

Влияние вакцинации на процент от общего количества поражений легких оценивали путем вычис-

ления уменьшенной фракции и соответствующего 95% доверительного интервала (MF; CI, процедура 

FREQ в программном обеспечении SAS, SAS Institute, Cary NC) для каждой пары плацебо/вакцинация. 

Кроме того, до полного анализа процент общего количества легких с поражениями был преобразован с 
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использованием квадратного корня арксинуса. Преобразованные данные были проанализированы сме-

шанной линейной моделью, которая включает фиксированный эффект лечения (процедура MIXED в 

программном обеспечении SAS) в качестве единственного фактора. Если эффект лечения был стати-

стически значимым, парные сравнения между плацебо и вакцинированными группами проводились с 

использованием линейных контрастов и нескорректированной альфа = 0,05. Вакцина соответствовала 

тесту, если вакцинированные свиньи по сравнению с контрольными показали значительное снижение 

показателя поражения легкого. 

Методы, подходящие для повторных измерений, использовались для оценки влияния вакцинации 

на значения виремии (процедура MIXED в программном обеспечении SAS, SAS Institute, Cary NC) в 

предположении о нормальном распределении. Данные были преобразованы перед анализом для стабили-

зации остатков. Статистическая модель включала лечение, время и зависимость эффекта лечения от вре-

мени как фиксированные эффекты. Если зависимость эффекта лечения от времени было значительным, 

оценивались эффекты вакцины в течение этого времени. В течение времени проводились сравнения ме-

жду вакцинированными и невакцинированными животными. Если зависимость не была значительной, 

был оценен основной эффект лечения. Были проведены сравнения между вакцинированными и невакци-

нированными животными. Наименьшие квадраты означают стандартные ошибки, 95% доверительные 

интервалы среднего значения, а диапазоны представлены соответственно. 

Методы, подходящие для повторных измерений непрерывных или биномиальных данных, исполь-

зовались для оценки влияния вакцинации на сывороточные антитела и значения мазков из носа (проце-

дура MIXED или GLIMMIX в программном обеспечении SAS, SAS Institute, Cary NC) в предположе-

нии нормального/биномиального распределение. Данные были преобразованы перед анализом для ста-

билизации остатков. Статистическая модель включала лечение, время и зависимость эффекта лечения от 

времени как фиксированные эффекты. Если зависимость эффекта лечения от времени была значитель-

ной, оценивались эффекты лечения внутри периода времени. В течение времени проводились сравнения 

между вакцинированными и невакцинированными животными. Если зависимость не была значительной, 

был оценен основной эффект лечения. Были проведены сравнения между вакцинированными и невакци-

нированными животными. Наименьшие квадраты означают стандартные ошибки, 95% доверительные 

интервалы среднего значения, а диапазоны представлены соответственно. 

Вес тела (дни 35 и 49), показатель угнетения, показатель дыхания и показатели состояния тела (дни 

35-49) были статистически проанализированы с использованием ANCOVA, подходящего для повторных 

измерений (процедура MIXED). Значения дня 0 были включены в качестве ковариаты, если это необхо-

димо. Группа лечения, время и группа зависимости эффекта лечения от времени были включены в мо-

дель как фиксированные эффекты. Если срок взаимодействия был значительным, то в группе времени 

эффекты оценивали путем сравнения каждой группы вакцинации с контролем с использованием нескор-

ректированной альфа = 0,05. Если взаимодействие не было значительным, был оценен основной эффект 

группы, и, если значимые, групповые эффекты оценивались путем сравнения каждой группы вакцинации 

с контролем с использованием нескорректированной альфа = 0,05. Смертность не оценивалась, посколь-

ку во время исследования была только одна смерть. 

Среднее процентное вовлечение легкого в контрольную группу составляло 37,9% (табл. 2), что со-

ответствовало ожидаемой патологии для этой модели заражения PRRSV (от 30 до 50%, L. Kesl of Veteri-

nary Resources, Inc., личное сообщение), используя тип 2 штамма NADC-20. Был сделан вывод, что ви-

русное заражение РРСС было адекватным для оценки штаммов-кандидатов вакцины. 

Средние оценки поражений легкого представлены в табл. 2. За исключением вакцины, содержащей 

PRRSV EU-подобный (т.е. тип 1 PRRSV) штамм SD 03-15, все экспериментальные вакцины уменьшали 

(P<0,05) поражения легких по сравнению с контрольной группой. Примечательно, что штаммы SD 95-10, 

SD 11-21 и ND 99-14 вызывали высокую степень защиты, что приводило к очень низкому вовлечению 

легких (2,7, 1,0 и 1,6% соответственно). Штаммы SD 95-47 и MN 05-68 также показали хорошие резуль-

таты, тогда как штаммы SD 04-89 и SD 02-10 были приемлемыми. Уменьшенная доля каждой вакцины 

против контрольной группы показана в табл. 3. Эти результаты показали, что свиньи, вакцинированные 

ослабленными штаммами PRRSV SD 95-10 (T04), SD 11-21 (T05) и ND 99-14 (T08), имели по меньшей 

мере 90% вероятность наличия менее серьезных легочных поражений, чем свиньи в контрольной группе. 

Таблица 2 

Средние оценки поражения легких 
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1Непреобразованные средние. 
2Обратно преобразованные средние. 

*В сравнении с T01 значительно отличается при P<0,05. 

Таблица 3 

Показатели поражения легких 

 
1Уменьшенная доля означает относительное увеличение вероятности того, что пораже-

ния легких вакцинатов (T02-T09) будут менее тяжелыми, чем поражения легких невак-

цинатов (T01). 

Средние геометрические PRRSV, пересчитанные с помощью qtRT-PCR из носовых секретов, пред-

ставлены в табл. 4 в качестве свидетельства бессимптомного вирусовыделения. За исключением свиней, 

вакцинированных штаммом SD 02-10, вирус вакцины был обнаружен в мазках из носа всех вакциниро-

ванных групп на 35-й день. Свиньи, вакцинированные штаммами SD 03-15, SD 95-10 и SD 95-47, имели 

статистически больше (P<0,05) геномных копий/мл, чем свиньи контрольной группы со средними значе-

ниями 277, 337 и 7 геномных копий/мл соответственно. После заражения на 35-й день все группы выде-

ляли некоторые вирусы на 38-й день, 42, 45 и 49 (3, 7, 10 и 14 дней после заражения (DPC) соответствен-

но). Свиньи, вакцинированные штаммами SD 95-10, SD 95-47 и ND 99-14, имели более низкий уровень 

выделения (P<0,05), чем контроль во всех точках времени после заражения. На 10 и 14 DPC все штаммы 

вакцин вызывали снижение (P<0,05) в выделении по сравнению с контрольными, за исключением штам-

мов SD 04-89 и SD 03-15. 

Таблица 4 

Среднее геометрическое PRRSV геномных копий/мл в мазке из носа 

 

 
*В течение дня по сравнению с T01 существенно различаются при P<0,05. 
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Средние геометрические PRRSV, пересчитанные с помощью qtRT-PCR (геномные копии/мл) из сы-

воротки, представлены в табл. 5. У всех вакцинированных групп была определенная измеримая виремия, 

связанная с вакцинацией на 35-й день, хотя уровни в группах, вакцинированных SD 04-89 и SD 11-21, не 

были статистически отличны от контроля (P>0,05), которые были отрицательными. После заражения на 

35-й день все группы были виремическими на 3, 7, 10 и 14 DPC. Свиньи, вакцинированные штаммами  

SD 95-10 и ND 99-14, имели более низкие (P<0,05) уровни виремии, чем контроли во всех точках време-

ни после заражения. На 10 и 14 DPC все штаммы вакцин вызывали снижение (P<0,05) в виремии по 

сравнению с контрольными, за исключением штаммов SD 04-89 и SD 03-15. 

Таблица 5 

Средние геометрические PRRSV геномных копий/мл в сыворотке 

 
*В течение дня по сравнению с T01 существенно различаются при P<0,05. 

Сероконверсию определяли путем измерения геометрических средних титров нейтрализации фоку-

сов (FFN), как показано в табл. 6. Контрольные животные оставались серонегативными через 35 дней 

(день заражения), начали сероконвертировать к 42-му дню (7 DPC) и были сероконвертированы в день 49 

(14 DPC). Все вакцинированные группы сероконвертировали к 14 дню после вакцинации, за исключени-

ем SD 03-15. Геометрические средние титров во всех группах вакцинации превышали (P<0,05) один из 

контролей в дни 28, 35 и 42 и были похожи или меньше одного из контролей на 49-й день. Пиковый от-

вет титра FFN в группах вакцинации произошел в дни 35 и 42. Штаммы SD 95-10, SD 11-21, SD 95-47 и 

ND 99-14, по-видимому, вызывают наиболее устойчивый серологический ответ. 

Таблица 6 

Средние геометрические титров нейтрализации  

флуоресцентных фокусов (FFN) 

 
*В течение дня по сравнению с T01 существенно различаются при P<0,05. 

Меньшие средние квадраты веса тела приведены в табл. 7. Вес тела в день 0 был использован в ка-

честве ковариаты в анализе. В день заражения (день 35) четыре группы, вакцинированные штаммами  

SD 03-15, SD 95-10, ND 99-14 и MN 05-68 соответственно имели более низкие средние массы тела 

(P<0,05), чем те, что в контроле. Все остальные группы имели средний вес тела, аналогичный (P>0,05) 

одной из контрольных групп. В день вскрытия (день 49), на 14 DPC, три группы, вакцинированные 

штаммами SD 11-21, SD 95-47 и ND 99-14, имели средний вес тела, который превышал (P<0,05) один из 

контролей. Вес тела всех других групп был схожим (P>0,05) с одним из контролей. 

Таблица 7 

Меньшие средние квадраты веса тела (фунты) 

 



041146 

- 53 - 

 
*В течение дня по сравнению с T01 существенно различаются при P<0,05. 

Средние для суммированных клинических баллов (респираторный + угнетение + состояние тела) 

собирались для каждого животного и усреднялись для каждой группы. Клинические признаки не наблю-

дались в любой группе в течение 7 дней после заражения. В дни 42 и 43 клинические признаки были 

очевидны в некоторых группах вакцин, но их средний балл не отличался (P<0,05) от одного из контроль-

ных. С 44 по 49 день все группы вакцин имели более низкий (P<0,05) суммарный балл, чем контрольные, 

за исключением групп, вакцинированных штаммами SD 04-89 и SD 02-10 в день 44. 

В заключение, восемь ослабленных штаммов вакцины PRRSV были успешно оценены в модели ви-

русного заражения. За исключением EU-подобного штамма SD 03-15, все штаммы вызывают некоторую 

защиту от заражения вирулентным PRRSV NADC-20 типа 2. Четыре штамма, SD 11-21, SD 95-10,  

SD 95-47 и ND 99-14, обеспечивают наибольшую защиту, что подтверждается более сильным снижением 

легочных поражений и виремии. 

Пример 3. 

Целью этого исследования является оценка кросс-защитной эффективности четырех эксперимен-

тальных вакцин PRRSV при выращивании свиней после заражения двумя различными вирулентными 

штаммами PRRSV типа 2. Эффективность оценивается по степени поражения легких и виремии. Иссле-

дование проводилось на оборудовании BSL-2 в Veterinary Resources, Inc. (VRI), Кэмбридж, Айова. Ди-

зайн исследования представлен в табл. 8. 

Таблица 8 

Дизайн исследования 

 

 
1Флюоресцентная фокусирующая единица (FFU). 
2Плацебо контрольные животные получали натрий-фосфатный буфер (PBS). 

Исследовательский персонал, который проводил наблюдения за состоянием здоровья или сбор об-

разцов, был ослеплен по отношению к лечению, а также по отношению назначения свиней в группы ле-

чения. Для этого исследования использовалось 100 гибридных свинок и боровов, возраст которых со-

ставлял примерно 3 недели, которые были серонегативными для PRSSV путем тестирования нейтрализа-

ции вируса (FFN) и оценивались как здоровые. Свиньи были получены от ферм Вилсон-Прейри-Вид, 

Берлингтон, Висконсин. В день -1 свиньи были предоставлены на лечение и в загоны и распределены в 

группы лечения в загонах в трех BSL-2 комнатах содержания. В каждой комнате четыре группы вакци-

нации были разделены пустым загоном или аллеей и твердой перегородкой для предотвращения прямого 

контакта и загрязнения отходами других загонов. Свиней кормили стандартными коммерческими лекар-

ственными средствами (CTC/DENAGARD антибиотик) для начальных диет (NRC, 2012) ad libitum. У 

свиней был доступ к чистой питьевой воде ad libitum. 

Общие наблюдения за состоянием здоровья проводились один раз в день с момента прибытия на 

место проведения исследования до дня, предшествующего заражению (с дня -3 по 34). Все свиньи были 

индивидуально оценены на депрессию, состояние тела и респираторный дистресс в дни 35-49 и оценива-

лись по каждому клиническому признаку. 

До отлучения и перевозки в VRI каждой свинье была дана разовая доза VITAL E-500 (витамин E), 

разовая доза антибиотика EXCEDE (цефиофур цисталин, Zoetis Animal Health) и была вакцинация вак-

циной INGELVAC CIRCOFLEX (Boehringer Ingelheim Vetmedica). Кроме того, всем свиньям вводили 

единичную дозу антибиотика EXCEDE либо на 13-й день, либо на 14-й день. 
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Любая свинья, которая обнаружила признаки клинического заболевания или травмы, была удалена 

из исследования. Соответствующие образцы были представлены в лабораторию ветеринарной диагно-

стики штата Айова (VDL) для проведения диагностической оценки. Были зарегистрированы дата, причи-

на и расположение животных, удаленных из исследования после заражения. Данные, собранные у сви-

ней, удаленных из исследования, были исключены из статистического анализа. 

Все штаммы-кандидаты PRRSV были пассажированы 83 раза на клетки MARC-145. Определены 

титры для каждой из четырех вакцин. Тестирование на стерильность в соответствии с требованиями 

USDA 9 CFR было успешно завершено в Benchmark BioLabs, Линкольн, Небраска. Вакцины готовили, 

как в примере 2. 

Каждая из 100 свиней, включенных в исследование, была вакцинирована в день 0. Свиньям вводили 

назначенное лечение в виде 0,5 мл внутримышечной дозы в правую часть шеи. В течение 1 ч после инъ-

екций исследователь изучил каждую свинью на предмет любого побочного явления. 

Фаза после вакцинации длилась с 1 по 35 день. Образцы крови для определения антител к PRRSV с 

использованием тестирования нейтрализации флуоресцентных фокусов (FFN) были собраны в дни -1, 14, 

28 и 35. Для анализа FFN двукратное разведение сыворотки (от 1:4 до 1:512) смешивали каждую с рав-

ным объемом культуральной среды, содержащей 100 единиц формирования фокуса (FFU) тестируемого 

штамма PRRSV (MN-184). Смесь инкубировали при 37°C в течение 1 ч и затем добавляли в конфлюент-

ные культуры клеток MARC-145 в 96-луночных планшетах для культивирования тканей. Примерно че-

рез 1 день планшеты фиксировали в 80% (об./об.) ацетоне в воде и инфицированные клетки (фокусы) 

обнаруживали путем инкубации с конъюгированным с изотиоцианат флуоресцеином (FITC)  

анти-N-белковым моноклональным антителом SDOW17. Титр нейтрализации сыворотки FFN выражали 

как обратное наибольшее разведение, которое уменьшало образование фокуса примерно на 90% по срав-

нению с контролем сыворотки. Образцы крови для определения виремии PRRSV были собраны в дни -1, 

14 и 35. Назальные мазки для оценки вирусного выделения были собраны в дни -1, 14 и 35. Измерение 

массы тела (фунт) проводилось в день -1 и до заражения в день 35 с использованием шкалы, калиброван-

ной с сертифицированными весами. 

В 2001 году штамм заражения MRS-184 PRRSV (полученный из Университета штата Айова VDL) 

был изолирован из свиного стада, испытывающего серьезные репродуктивные заболевания и смертность 

свиноматок в южной Миннесоте. Штамм заражения KS-11 PRRSV (полученный из Университета штата 

Канзас VDL) был изолирован в 2011 году из свиного стада, испытывающего серьезное репродуктивное 

заболевание в северо-восточном Канзасе. На 35-й день материал для заражения готовят путем оттаива-

ния замороженных аликвот MN-184 и KS-11 непосредственно перед заражением. Материал для зараже-

ния находился в готовой к употреблению форме, не требующей разбавления. Образец каждого инокулята 

(MN-184 и KS-11) был представлен в ISUVDL для определения титра. Было определено, что титры дня 0 

для штаммов MN-184 и KS-11 составляют 4,2×10
5
 и 6,7×10

3
 TCID50/мл соответственно. Использовали  

3 мл нелуеровый шприц для доставки 2-мл дозы интраназально, приблизительно 1 мл на ноздрю. 

Фаза после заражения длилась от 35- до 49-го дня. Все свиньи были индивидуально оценены на де-

прессию, состояние тела и респираторный дистресс в дни 35-49 и оценивались по каждому клиническо-

му признаку. В этот же период времени также регистрировалась ректальная температура (°F) с использо-

ванием градуированного термометра. Образцы крови для определения нейтрализующего антитела (FFN) 

к PRRSV были собраны в дни 42 и 49. Образцы крови для определения виремии PRRSV были собраны в 

дни 38, 42, 45 и 49. Назальные мазки для оценки вирусного выделения были собраны в дни 38, 42, 45 и 

49. Измерение массы тела (фунт) было сделано во время вскрытия на 49-й день с использованием шкалы, 

калиброванной с сертифицированными весами. На 49-й день животные гуманно подвергались эвтаназии, 

а легкие вырезали и оценивались исследователем, который был ослеплен по отношению к лечению. Ка-

ждая из семи легочных долек была исследована как визуально, так и пальпацией на грубые характерные 

поражения, связанные с PRRSV. Количество поражений/консолидации в каждой легочной доле оценива-

лось как фактическое значение между 0 и 100% доли. Оценка для каждой доли была введена во взвешен-

ную формулу для расчета процента легкого с поражением. 

Процент общего количества легких с поражениями рассчитывали в соответствии с формулой и 

процедурой, приведенной в примере 2. 

Ректальная температура, оценка угнетения, оценка респираторного баланса и оценки состояния тела 

(дни 35-49) были статистически проанализированы с использованием методов, подходящих для повтор-

ных измерений (процедура MIXED). Клинические оценки были суммированы в течение дня для каждого 

животного. Суммированные баллы были статистически проанализированы, как описано выше для от-

дельных оценок. 

Среднее ежедневное увеличение веса (ADWG) определялось в следующие периоды: день от -1 до 

35; день от -1 до 49 и день 35 до день 49. Среднее ежедневное увеличение веса (ADWG) за каждый пери-

од анализировалось с использованием ANOVA (процедура MIXED). Лечение было включено в модель 

как фиксированный эффект, и блок был включен как случайный эффект. Если основной эффект лечения 

был значительным, результаты лечения оценивали путем сравнения каждой группы вакцинации с кон-

тролем с использованием нескорректированной альфа = 0,05. 
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Одна свинья (T09) умерла на 28-й день от подозреваемой инфекции S. suis. Две свиньи, одна из T03 

и другая из T09, были удалены из исследования из-за бронхопневмонии, связанной с Bordetella  

bronchiseptica. Ни одно из побочных явлений не было приписано вакцинам. 

Средний процент поражений легкого в контрольной группе, зараженной MN-184, составлял 52,4%, 

что соответствовало ожидаемой патологии этого штамма PRRSV. Средний процент поражений легкого в 

контрольной группе, зараженной KC-11, составил 22,5%. Этот штамм PRRSV ранее не использовался в 

качестве материала для заражения, поэтому ожидаемая степень патологии легких неизвестна. Уровень, 

достигнутый в этом исследовании, считался адекватным для оценки кандидатов вакцины. 

Для профилактики заболеваний, связанных с PRRSV, первичными переменными являлись пораже-

ния легких после заражения и виремия. Вакцина считалась эффективной, если средняя оценка поражения 

легкого и уровень виремии вакцинированной группы были значительно меньше (P<0,05), чем у кон-

трольной группы. 

Средние оценки поражений легкого (обратно трансформированные средние) показаны в табл. 9. У 

всех вакцинированных свиней было значительно меньше (P<0,05) поражений легкого по сравнению с 

невакцинированными контрольными свиньями при заражении с помощью MN-184. Свиньи, зараженные 

штаммом KS-11 и вакцинированные штаммами SD 95-10, SD 11-21 и ND 99-14, имели значительно 

меньшие (P<0,05) поражения легких по сравнению с невакцинированными контрольными свиньями. 

Свиньи, вакцинированные штаммом MN 05-68 и зараженные штаммом KS-11, имели сходные (P>0,05) 

поражения легких с невакцинированными контрольными свиньями. 

Влияние вакцинации на оценку поражения легких оценивали путем вычисления уменьшенной доли 

и соответствующего 95% доверительного интервала из данных без трансформирования. Как показано в 

табл. 10, уменьшенная доля варьировалась от -0,06 до 0,98. 95% доверительный интервал включал 0 для 

свиней, вакцинированных штаммом MN 05-68 и зараженных штаммом KS-11, что указывало на отсутст-

вие эффекта вакцинации на оценки поражения легких. Все другие вакцины, независимо от штамма зара-

жения, указали на влияние вакцинации на снижение показателей поражения легких. 

Таблица 9 

Средняя оценка легких - процент вовлечения легких 

 
1Непреобразованное среднее. 
2Обратно-преобразованное среднее. 

*В пределах штамма заражения по сравнению с контрольным, существенно различают-

ся при Р<0,05. 



041146 

- 56 - 

Таблица 10 

Показатели поражения легких 

 
1Уменьшенная доля означает относительное увеличение вероятности того, что пораже-

ния легких вакцинатов (T02-T05, T07-Т10) будут менее тяжелыми, чем поражения лег-

ких невакцинатов (T01, T06). 

Результаты анализа для данных мазка назальных выделений приведены в табл. 11. Зависимость эф-

фекта лечения от времени для вакцинированных групп было очень значительным (P<0,0001) по сравне-

нию с контролями заражения. Выделение вируса вакцины было обнаружено во всех группах вакцин в 

день 14. К 35 дню только свиньи, вакцинированные штаммом MN 05-68 в комнате испытания MN-184, 

выделяли вирус вакцины на более высоких уровнях (P<0,05), чем контрольные свиньи. 

После заражения штаммом MN-184 свиньи, вакцинированные штаммом ND 99-14, уменьшали 

(P<0,05) выделение по сравнению с контрольными свиньями в каждый момент времени после заражения 

(дни 38, 42, 45 и 49). Свиньи, вакцинированные штаммами SD 95-10 и MN 05-68, показали значительное 

снижение (P<0,05), выделения в дни 42, 45 и 49 по сравнению с контрольными свиньями. Свиньи, вакци-

нированные штаммом SD 11-21, имели более высокий уровень выделения по сравнению с контрольными 

свиньями в день 38, но более низкое (P<0,05) выделение в дни 42, 45 и 49. 

После заражения штаммом KS-11 свиньи, вакцинированные штаммами SD 95-10 и ND 99-14, 

уменьшали (P<0,05) носовые выделения в дни 38, 42 и 45 по сравнению с контрольными свиньями. Сви-

ньи, вакцинированные штаммом SD 11-21, продемонстрировали значительно меньшее количество носо-

вого выделения в дни 38, 42 и 49 по сравнению с контрольными свиньями. Свиньи, вакцинированные 

штаммом MN 05-68, уменьшали (P<0,05) выделения в день 38 по сравнению с контрольными свиньями, 

но две группы лечения не отличались (P>0,05) в дни 42, 45 и 49. 

Таблица 11 

Среднее геометрическое PRRSV геномных копий/мл в мазках из носа 

 
*В пределах штамма заражения по сравнению с контрольным существенно различают-

ся при Р<0,05. 

Результаты анализа для виремии приведены в табл. 12. Зависимость эффекта лечения от времени 

была очень значительной (P<0,0001) для вакцинированных групп по сравнению с контролями заражения. 

Как и ожидалось, все вакцинированные группы имели более высокий (P<0,05) уровень виремии по срав-
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нению с их соответствующей контрольной группой в дни 14 и 35 после вакцинации из-за наличия вак-

цинного вируса. 

Таблица 12 

Среднее геометрическое PRRSV геномных копий/мл в сыворотке 

 

 
*В пределах штамма заражения по сравнению с контрольным существенно различают-

ся при Р<0,05. 

После заражения штаммом MN-184 все вакцинированные группы имели более низкий (P<0,05) уро-

вень виремии по сравнению с контрольной группой в каждый момент времени после заражения (дни 38, 

42, 45 и 49). После заражения штаммом KS-11 свиньи, вакцинированные штаммами SD 95-10 и  

ND 99-14, имели более низкий (P<0,05) уровень виремии в каждый момент времени после заражения 

(дни 38, 42, 45 и 49). Свиньи, вакцинированные штаммом MN 05-68, имели более низкий (P<0,05) уро-

вень виремии по сравнению с контрольными свиньями в дни 38, 42 и 49, а свиньи, вакцинированные 

штаммом SD 11-21, имели уменьшенный (P<0,05) уровень виремии в день 38 и 49 по сравнению с кон-

трольными свиньями. 

Результаты серологического анализа приведены в табл. 13. Зависимость эффекта лечения от време-

ни была очень значительной (P<0,0001) для вакцинированных групп по сравнению с контролями зараже-

ния. Все свиньи были серонегативными в день -1 до вакцинации. Вирус-нейтрализующие антитела были 

обнаружены у свиней, вакцинированных штаммами SD 95-10 и ND 99-14, независимо от штамма зара-

жения, начиная с 28-го дня и оставаясь на протяжении всего исследования. Вирус-нейтрализующие ан-

титела были выше (P<0,05) у свиней, вакцинированных штаммами SD 95-10 и ND 99-14, по сравнению с 

контрольными свиньями в дни 28, 35, 42 и 49. 

Таблица 13 

Средние геометрические титров нейтрализации  

флуоресцентных фокусов (FFN) 

 
*В пределах штамма заражения по сравнению с контрольным существенно различают-

ся при Р<0,05. 

После заражения штаммом MN-184 вирус-нейтрализующие антитела не появлялись у свиней, вак-

цинированных штаммом SD 11-21 до 42-го дня, и оставались до дня 49. Вирус-нейтрализующие антитела 

были выше (P<0,05), чем у контрольной свиньи в оба момента времени. Свиньи, вакцинированные 

штаммом MN 05-68, не имели обнаруживаемых уровней антивирусных нейтрализующих антител до 49-

го дня, однако уровни были выше (P<0,05), чем у свиней в контрольной группе. 

После заражения штаммом KS-11 свиньи, вакцинированные штаммом SD 11-21 и MN 05-68, не 

имели обнаруживаемых уровней антивирусных нейтрализующих антител до 49 дня, но уровни для обоих 
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штаммов вакцины были выше (P<0,05) по сравнению с контрольными свиньями. 

Вирус-нейтрализующие антитела не были обнаружены ни в одной из контрольных групп на протя-

жении всего исследования. Это не является неожиданным, так как вирус-нейтрализующие антитела час-

то не обнаруживаются до 28-35 дней после воздействия. 

Анализ ректальной температуры и суммированных клинических баллов (респираторный + угнете-

ние + состояние тела) выполнялся, как описано выше. Очень значительная (P<0,0005) зависимость эф-

фекта лечения от времени наблюдалась для обеих групп заражения. 

После заражения штаммом MN-184 свиньи, вакцинированные штаммами SD 95-10, ND 99-14 и  

MN 05-68, имели последовательно более низкие (P<0,05) температуру тела и клинические оценки по 

сравнению с контрольными свиньями начиная примерно с шести дней после заражения (день 41). Сви-

ньи, вакцинированные штаммом SD 11-21, имели последовательно более низкие (P<0,05) температуру 

тела и меньшие (P<0,05) клинические признаки, начинающиеся примерно через восемь дней после зара-

жения (день 43) по сравнению с контрольными свиньями. Значительные уменьшения (P<0,05) темпера-

туры тела отмечались уже через два дня после заражения у свиней, вакцинированных штаммами  

SD 95-10, ND 99-14 и MN 05-68. 

После заражения штаммом KS-11 свиньи, вакцинированные одним из четырех штаммов вакцины, 

имели значительное снижение (P<0,05) клинических оценок начиная через девять дней после заражения 

(день 44) по сравнению с контрольными свиньями и имели меньшие (P<0,05) клинические признаки до 

завершения исследования. 

Температура тела была ниже (P<0,05) в группах SD 95-10, SD 11-21 и ND 99-14, примерно через 

шесть дней после заражения. Свиньи, вакцинированные штаммом MN 05-68, имели (P<0,05) температуру 

тела ниже по сравнению с контрольными свиньями в 37 и 46 дни. 

Анализ данных об увеличении веса тела показан в табл. 14, приведено как наименьшее среднее 

квадратичное прироста массы тела за период. Эффект вакцины на увеличение массы тела проявлялся во 

время периода после заражения в дни 35-49. Это привело к проявлению эффекта вакцины на общий пе-

риод лечения с дня -1 по 49-й день. Не было различий в росте веса тела (P>0,05) между группами в тече-

ние периода до заражения (дни от -1 до 35). Во время периода после заражения (дни 35-49) все вакцини-

рованные группы, независимо от штамма вакцины, улучшили (P<0,05) ADWG по сравнению с контроль-

ными свиньями как для заражения MN-184, так и для KS-11. Вакцинация со штаммами SD 95-10,  

ND 99-14 и MN 05-68 улучшила (P<0,05) общий ADWG (день -1 до 49) по сравнению с контрольными 

свиньями в комнате заражения MN-184. Общий ADWG не отличался (P>0,05) по сравнению с контроль-

ными свиньями у свиней, вакцинированных SD 11-21 и зараженных MN-184. Вакцинация со всеми 

штаммами улучшила (P <0,05) в целом ADWG (дни -1 до 49) по сравнению с контрольными свиньями в 

комнате заражения KS-11. 

Таблица 14 

Наименьшее среднее квадратичное увеличения веса тела (фунт) 

 
*В пределах штамма заражения по сравнению с контрольным существенно различают-

ся при Р<0,05. 

В заключение, все вакцинированные группы были виремическими и выделяли вирус вакцины через 

14 и 35 дней после вакцинации. 

После заражения штаммом MN-184 все вакцины уменьшают (P<0,05) легочные поражения, вире-

мию, выделение из носа, клинические признаки и ректальную температуру в течение периода после за-

ражения. Кроме того, все вакцины улучшают (P<0,05) ADWG в течение периода после заражения. 

После заражения штаммом KS-11 у свиней, вакцинированных штаммами SD 95-10, SD 11-21 и  

ND 99-14, уменьшались (P<0,05) легочные поражения, виремия, выделение из носа, клинические призна-

ки и ректальная температура в течение периода после заражения. Кроме того, все вакцинные штаммы 

значительно улучшают (P<0,05) ADWG в течение периода после заражения. 

Три из четырех штаммов вакцины эффективны для уменьшения легочных поражений и виремии 
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после заражения обоими штаммами PRRSV. Штаммы SD 95-10, SD 11-21 и ND 99-14 эффективны про-

тив обоих штаммов заражения. Штамм MN 05-68 был эффективен только для уменьшения поражений 

легких при заражении MN-184 и не уменьшал поражения легких у свиней, зараженных штаммом KS-11. 

Пример 4. 

Целью этого исследования является подготовка исходного вакцинного вируса (MSV) штамма виру-

са репродуктивно-респираторного синдрома свиней (PRRSV) ND 99-14. Этот исходный штамм будет 

использоваться для разработки вакцины PRRSV. 

PRRSV ND 99-14 модифицировали путем пассажированния в клетках MARC-145 83 раза (П83), 

включая два раунда клонирования с помощью метода бляшкообразования и один раунд очистки гради-

ентом сахарозы, до начальной характеристики и определения последовательности, как описано в приме-

ре 1. Штамм ND 99-14 был дополнительно ослаблен путем пассажирования 12 раз (П95) в клетках 

MARC-145 в среде роста OPTI-MEM I (Life Technologies), дополненной 5% фетальной бычьей сыво-

роткой (FBS, Sigma Aldrich) и 50 мкг гентамицина/мл (Life Technologies), и еще 5 пассажей были прове-

дены в той же среде роста, дополненной 2% FBS без гентамицина. 100-й пассаж (П100) PRRSV ND 99-14 

использовался в качестве предварительного исходного вакцинного вируса (Pre-MSV). 

Следующая процедура используется для определения титра PRRSV MSV ND 99-14. Клетки  

MARC-145 высевают в 96-луночные планшеты с плотностью 0,75-1,5×10
4 

клеток в 100 мкл среды для 

роста (среда OPTI-MEM I с добавлением 5% FBS и 50 мкг/мл гентамицина). Клетки инкубируют при 

37±2°C и 5±1% CO2 в инкубаторе в течение 48-72 ч, пока клетки не будут конфлюентными более 95%. В 

день титрования всю среду удаляют из 96-луночного планшета и заменяют 100 мкл свежей среды для 

роста. 

Десятикратные серийные разведения MSV получают разбавителем (среда OPTI-MEM I, 50 мкг/мл 

гентамицина) и переносят в соответствующие лунки на планшетах, приготовленных, как указано выше, 

наряду с отрицательным контролем, состоящим только из одного разбавителя. Титровальные планшеты 

инкубируют при 37±2°C с 5±1% CO2 в инкубаторе в течение 4 дней. В конце периода инкубации каждый 

планшет осматривается на присутствие индуцированного вирусом цитопатического эффекта (CPE) в ка-

ждой лунке образца с использованием инвертированного микроскопа. 50% инфекционную дозу культу-

ры тканей (TCID50) рассчитывают с использованием метода Рида-Мюнха, а титр регистрируют как log10 

TCID50/мл. Средний титр PRRSV MSV ND 99-14 составляет 3,50 log10 TCID50/мл. Не было различимых 

различий в титрах в ходе подготовки MSV. 

Штамм PRRS ND 99-14 MLV был обозначен как "исходный вакцинный вирус (MSV)" и был депо-

нирован в условиях, которые гарантируют, что доступ к культурам будет возможен во время рассмотре-

ния этой патентной заявки до определения Комиссаром по патентам и товарным знакам, имеющего пра-

во на него в соответствии с пунктом 37 CFR §1.14 и 35 USC §122. Заявка предоставляется в соответствии 

с требованиями иностранных патентных законов в странах, в которых двойники данной заявки или ее 

производные подписываются. Однако следует понимать, что доступность заявки не является лицензией 

для практики данного изобретения в отступление от патентных прав, предоставляемых правительствен-

ными действиями. Образец культуры заявки будет храниться и распространяться среди общественности 

в соответствии с положениями Будапештского договора о депонировании микроорганизмов, т.е. он будет 

храниться со всей тщательностью, необходимой для сохранения жизнеспособности и незагрязнения в 

течение периода не позднее чем через пять лет после последней просьбы о предоставлении образца заяв-

ки и в любом случае в течение не менее 30 лет после даты внесения заявки или срока действия патента, 

подлежащего исполнению, который может раскрывать информацию сохраненной культуры. Депонент 

признает обязанность заменить депозит, если депозитарий не сможет предоставить образец по запросу, в 

связи с состоянием депозита. Все ограничения на доступность для публики образца культуры депозита 

будут безвозвратно удалены при выдаче патента, раскрывающего его. Депозит PRRSV MSV ND 99-14 

был внесен в постоянную коллекцию Патентного депозитария Американской лаборатории типового 

культивирования, расположенной по адресу: 10801 University Blvd., Manassas, Va., 20110-2209, США,  

2 декабря 2015 г. в условиях Будапештского договора, после чего он был присвоен регистрационным 

номером ATCC PTA-122675. 

Пример 5. 

Целью этого исследования является использование секвенирования следующего поколения для ус-

тановления генетической идентичности, получения консенсусной последовательности и оценки геном-

ных вариантов (субпопуляций), которые существуют в рамках препаратов штамма PRRSV ND 99-14 пас-

сажированного 84 и пассажированного 100, как описано в примере 4. 

Характеристика последовательности с использованием системы массивного параллельного секве-

нирования (MP-Sep) представляет собой стандартную процедуру, состоящую из нескольких этапов, ко-

торые включают в себя извлечение нуклеиновой кислоты из вирусных препаратов, синтез и количест-

венное определение библиотеки кДНК, клональную амплификацию и обогащение библиотеки ДНК с 

помощью ПЦР и секвенирование библиотеки платформы Roche/454 следующего поколения. Секвениро-

вание с помощью синтеза используется для одновременного определения нуклеотидного порядка фраг-
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ментов в библиотеке кДНК. Идентификация и характеристика генома выполнялись с использованием 

биоинформационных анализов полученных фрагментов путем сопоставления каждого набора данных с 

эталонной последовательностью. Эталонная последовательность, используемая в этом анализе  

BioReliance, состояла из последовательности полной длины PRRSV ND 99-14 83 пассажей (П83), опи-

санной в примере 1 (SEQ ID NO: 9). 

Сиквенирование генома PRRSV ND 99-14 приводила к полному охвату генома как для образцов 

П84, так и для П100. Полные консенсусные геномы для П84 и П100 можно найти в SEQ ID NO: 10 и  

SEQ ID NO: 11 соответственно. Консенсусные последовательности кДНК также были депонированы в 

GenBank. Консенсусной последовательности кДНК штамма PRRS SD 99-14 на П84 присвоен номер дос-

тупа GenBank KU131567 (SEQ ID NO: 10). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 10, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма PRRS SD 99-14 на П100 присвоен номер доступа 

GenBank KU131569 (SEQ ID NO: 11). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 11, представляет собой: 
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Специалист в данной области должен осознавать, что полиаденозиновые хвосты каждой из геном-

ных консенсусных последовательностей могут варьироваться в зависимости от указанных выше после-

довательностей. 

Идентификация варианта также была выполнена для определения количества и частоты изменений 

нуклеотидов в популяции вируса для обоих пассажей. В табл. 15 показаны семь нуклеотидных измене-

ний, обнаруженных в П84 и П100, по сравнению с контрольной последовательностью. В целом варианты 

положений были согласующимися между пассажами, за исключением двух нуклеотидных изменений в 

П84, которых нет в П100. Кроме того, частоты каждого варианта были одинаковыми между пассажами и 

были обнаружены при относительно низких частотах, предполагая, что аналогичные подпопуляции на-

ходятся как в П84, так и в П100 ND 99-14.  

Таблица 15 

Варианты последовательности PRRSV ND 99-14 

 

 
ND = не обнаружено. 

Пример 6. 

Целью этого исследования является подготовка исходного вакцинного вируса (MSV) штамма виру-

са репродуктивно-респираторного синдрома свиней (PRRSV) SD 11-21. Этот исходный штамм будет ис-

пользоваться для разработки вакцины PRRSV. 

Штамм PRRSV SD 11-21 модифицировали путем пассажированния в клетках MARC-145 83 раза 

(П83), включая два раунда клонирования с помощью метода бляшкообразования и один раунд очистки 

градиентом сахарозы, до начальной характеристики и определения последовательности, как описано в 

примере 1. Штамм SD 11-21 был дополнительно ослаблен путем пассажирования 12 раз (П95) в клетках 

MARC-145 в среде роста OPTI-MEM I (Life Technologies), дополненной 5% фетальной бычьей сыво-

роткой (FBS, Sigma Aldrich) и 50 мкг гентамицина/мл (Life Technologies), и еще 5 пассажей были прове-

дены в той же среде роста, дополненной 2% FBS без гентамицина. 100-й пассаж (П100) PRRSV SD 11-21 

использовался для подготовки предварительного исходного вакцинного вируса (Pre-MSV). 

Следующая процедура используется для определения титра PRRSV MSV SD 11-21. Клетки  

MARC-145 высевают в 96-луночные планшеты с плотностью 0,75-1,5×10
4
 клеток в 100 мкл среды для 

роста (среда OPTI-MEM I с добавлением 5% FBS и 50 мкг/мл гентамицина). Клетки инкубируют при 
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37±2°C и 5±1% CO2 в инкубаторе в течение 48-72 ч, пока клетки не будут конфлюентными более 95%. В 

день титрования всю среду удаляют из 96-луночного планшета и заменяют 100 мкл свежей среды для 

роста. 

Десятикратные серийные разведения MSV получают разбавителем (среда OPTI-MEM I, 50 мкг/мл 

гентамицина) и переносят в соответствующие лунки на планшетах, приготовленных, как указано выше, 

наряду с отрицательным контролем, состоящим только из одного разбавителя. Титровальные планшеты 

инкубируют при 37±2°C с 5±1% CO2 в инкубаторе в течение 4 дней. В конце периода инкубации каждый 

планшет осматривается на присутствие индуцированного вирусом цитопатического эффекта (CPE) в ка-

ждой лунке образца с использованием инвертированного микроскопа. 50% инфекционную дозу культу-

ры тканей (TCID50) рассчитывали с использованием метода Рида-Мюнха, а титр регистрируют как log10 

TCID50/мл. Средний титр PRRSV MSV SD 11-21 составляет 3,25 log10 TCID50/мл. Не было различимых 

различий в титрах в ходе подготовки MSV. 

Штамм PRRS SD 11-21 MLV был обозначен как "исходный вакцинный вирус (MSV)" и был депо-

нирован в условиях, которые гарантируют, что доступ к культурам будет доступен во время рассмотре-

ния этой патентной заявки до определения Комиссаром по патентам и товарным знакам, имеющего пра-

во на него в соответствии с пунктом 37 CFR §1.14 и 35 USC §122. Заявка предоставляется в соответствии 

с требованиями иностранных патентных законов в странах, в которых двойники данной заявки или ее 

производные подписываются. Однако следует понимать, что доступность заявки не является лицензией 

для практики данного изобретения в отступление от патентных прав, предоставляемых правительствен-

ными действиями. Образец культуры заявки будет храниться и распространяться среди общественности 

в соответствии с положениями Будапештского договора о депонировании микроорганизмов, т.е. он будет 

храниться со всей тщательностью, необходимой для сохранения жизнеспособности и незагрязнения в 

течение периода не позднее чем через пять лет после последней просьбы о предоставлении образца заяв-

ки и в любом случае в течение не менее 30 лет после даты внесения заявки или срока действия патента, 

подлежащего исполнению, который может раскрывать информацию сохраненной культуры. Депонент 

признает обязанность заменить депозит, если депозитарий не сможет предоставить образец по запросу, в 

связи с состоянием депозита. Все ограничения на доступность для публикации образца культуры депози-

та будут безвозвратно удалены при выдаче патента, раскрывающего его. Депозит PRRSV MSV SD 11-21 

был внесен в постоянную коллекцию Патентного депозитария Американской лаборатории типового 

культивирования, расположенной по адресу: 10801 University Blvd., Manassas, Va., 20110-2209, США,  

2 декабря 2015 г., в условиях Будапештского договора, после чего он был присвоен регистрационным 

номером ATCC PTA-122674. 

Пример 7. 

Целью данного исследования является использование секвенирования следующего поколения для 

установления генетической идентичности, получения консенсусной последовательности и оценки ге-

номных вариантов (субпопуляций), которые существуют в рамках препаратов штамма PRRSV SD 11-21 

пассажированного 84 и пассажированного 100, как описано в примере 6. 

Характеристика последовательности с использованием системы массивного параллельного секве-

нирования (MP-Sep) представляет собой стандартную процедуру, состоящую из нескольких этапов, ко-

торые включают в себя извлечение нуклеиновой кислоты из вирусных препаратов, синтез и количест-

венное определение библиотеки кДНК, клональную амплификацию и обогащение библиотеки ДНК с 

помощью ПЦР и секвенирование библиотеки платформы Roche/454 следующего поколения. Секвениро-

вание с помощью синтеза используется для одновременного определения нуклеотидного порядка фраг-

ментов в библиотеке кДНК. Идентификация и характеристика генома выполнялись с использованием 

биоинформационных анализов полученных фрагментов путем сопоставления каждого набора данных с 

эталонной последовательностью. Эталонная последовательность, используемая в этом анализе  

BioReliance, состояла из последовательности полной длины PRRSV SD 11-21 83 пассажа 83 (П83), опи-

санной в примере 1 (SEQ ID NO: 9). 

Последовательность генома PRRSV SD 11-21 приводила к полному охвату генома как для образцов 

П84, так и для П100. Полные консенсусные геномы для П84 и П100 можно найти в SEQ ID NO: 12 и  

SEQ ID NO: 13 соответственно. Консенсусные последовательности кДНК также были депонированы в 

GenBank. Консенсусной последовательности кДНК штамма PRRS SD 11-21 для П84 присвоен номер до-

ступа GenBank KU131566 (SEQ ID NO: 12). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 12, представляет собой: 
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Консенсусной последовательности кДНК штамма PRRS SD 11-21 для П100 присвоен номер доступа 

GenBank KU131568 (SEQ ID NO: 13). Консенсусная последовательность кДНК, обозначенная  

SEQ ID NO: 13, представляет собой: 
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Специалист в данной области должен осознавать, что полиаденозиновые хвосты каждой из геном-

ных консенсусных последовательностей могут варьироваться в зависимости от указанных выше после-

довательностей. 

Идентификация варианта также была выполнена для определения количества и частоты изменений 

нуклеотидов в популяции вируса для обоих пассажей. В табл. 16 показаны 11 нуклеотидных изменений, 

обнаруженных в П84 и П100, по сравнению с контрольной последовательностью. 6 из 11 вариантов по-

ложения согласуются между пассажами, за исключением пяти нуклеотидных изменений в П100, которых 

нет в П84. Эти изменения свидетельствуют о том, что чуть менее примерно половины вариантов субпо-
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пуляции возникла при пассаже вируса с 84 до 100. 

Таблица 16 

Варианты последовательности PRRSV SD 11-21 

 
ND = не обнаружено. 

Пример 8. 

Целью данного исследования является оценка ответа дозы и начала иммунитета (OOI) эксперимен-

тальной модифицированной живой вакцины PRRSV в исследовании вакцинация-заражение. Вакцины 

оцениваются по их способности уменьшать повреждения легких, вирусную нагрузку в легких и крови и 

клинические признаки. Исследование проводилось на оборудовании BSL-2 в Veterinary Resources, Inc., 

Кембридж, Айова, с использованием аналогичных процедур и условий, описанных в примерах 2 и 3. Ла-

бораторные анализы проводились в Ветеринарной диагностической лаборатории штата Айова, Эймс, 

Айова, как описано в примерах 2 и 3. 80 клинически здоровых, 14 или 15-дневных отлученных свиней, 

которые были серонегативными к PRRSV, были включены в исследование. Свиньи были рандомизиро-

ваны в одну из четырех групп лечения (n=20/группа). Группы лечения включали плацебо-

контролируемую группу и три группы доз вакцины PRRSV (2,7, 4,1 или 5,1 log10 TCID50/мл). 

Свиньи получали соответствующую вакцину или плацебо внутримышечно (1,0 мл) в правую часть 

шеи в день 0. Вакцины составлены для включения штамма SD 11-21 PRRSV, стабилизатора и консерван-

та (гентамицина). OPTI-MEM I уменьшенная сывороточная среда используется в качестве смешиваю-

щего разбавителя. Вакцины готовят с использованием исходного вакцинного вируса (MSV) на самом 

высоком уровне пассажа, предназначенного для производства (MSV+5), выращенного на стоковом рас-

творе основных клеток (MCS) на самом высоком уровне пассажа (MCS+20). Медианную инфекционную 

дозу культуры тканей (TCID50) для каждой вакцины определяли путем заражения клеток MARC-145. 

При вакцинации не наблюдалось никаких локальных или системных побочных реакций. По сравнению с 

плацебо-контролируемой группой временное повышение ректальной температуры наблюдалось на  

2-й день после вакцинации во всех группах вакцин, но оставалось в пределах нормального физиологиче-

ского диапазона и не наблюдалось после этого. 

На 28-й день после вакцинации всем свиньям вводили 4 мл (1 мл/ноздря и 2 мл в/м) PRRSV-штамма 

NADC-20 (пассаж 3) при 3,98×10
4
 TCID50/мл. Средний процент поражения легкого в группе плацебо со-

ставил 54%. Уровень, достигнутый в этом исследовании, считался адекватным для оценки кандидатов 

вакцины. 

Результаты статистического анализа показателей поражения легких приведены в табл. 17 и 18. Ос-

новной эффект лечения был статистически значимым (P<0,0001). У вакцинированных свиней во всех 

группах доз значения поражения легких значительно ниже (P<0,05), чем у контрольных свиней  

(табл. 17). Линейные и квадратичные контрасты не были статистически значимыми. Уменьшенные доли 

представлены в табл. 18. Уменьшенная доля была значительной для групп T02 (2,7 log), T03 (4,1 log) и 

T04 (5,1 log) по сравнению с группой T01 (плацебо). Вакцинация с T02, T03 и T04 увеличивала вероят-

ность на 0,9200, 0,9450 и 0,9789 соответственно, что у вакцинированного животного было бы меньше 

поражений легких, чем у невакцинированного контрольного животного. 

Таблица 17 

Среднее значение поражения легких
1
 

 
1Арксинус преобразованного процентного вовлечения легких. 
2Непреобразованные средние. 
3Обратно преобразованные средние. 
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*T01 по сравнению с T02, T03 или T04 существенно отличаются при P<0,05. 

Таблица 18 

Уменьшенная доля - показатели поражения легких 

 
В день 42 жидкость БАЛ была получена асептически из вырезанных легких. Аликвоту жидкости 

БАЛ подавали в ISUVDL для qRT-PCR-анализа присутствия нуклеиновых кислот PRRSV. Результаты 

приведены в табл. 19. Вакцинированные свиньи во всех трех группах доз имели значительно меньшие 

(P<0,05) вирусные нагрузки в легких по сравнению с контрольными свиньями. Основной эффект лечения 

был значительным (P<0,0001). 

Таблица 19 

Средние геометрические PRRSV-геномных копий/мл в жидкости БАЛ 

 

 
*T01 по сравнению с T02, T03 или T04 существенно отличаются при P<0,05. 
1Непреобразованные средние. 
2Обратно преобразованные средние. 

Образцы крови для определения уровней антител PRRSV и виремии PRRSV были собраны у всех 

исследуемых животных в дни -1, 28 (до заражения) и 42. Серологию и виремию определяли по методике 

ИФА и qRT-PCR соответственно. Как определено титром антител ИФА, все свиньи были серонегатив-

ными в день -1. Значения ИФА во всех вакцинированных группах были значительно выше (P<0,05), чем 

значения в группе плацебо в оба дня 28 и 42. 

Ни одна свинья не была положительна на виремию в день -1. Во время заражения (28-й день) все 

свиньи в плацебо-контролируемой группе были отрицательными, тогда как 95, 75 и 89% свиней в груп-

пах T02, T03 и T04 были положительными из-за наличия вакцинного вируса. Все свиньи во всех группах 

были положительными после заражения в 42-й день, но значения в вакцинированных группах (T02, T03 

и T04) были значительно ниже (P<0,05), чем значения в контрольной группе плацебо (T01). 

Все исследуемые животные взвешивались индивидуально в фунтах в день заражения (день 28) и 

день вскрытия (день 42) и их вес регистрировали. Среднее ежедневное увеличение веса (ADWG) опреде-

лялось за следующие периоды: за день до вакцинации до дня заражения (с -1 до дня 28); день до вакци-

нации до дня вскрытия (с -1 до дня 42) и день заражения в день вскрытия (с 28 до дня 42). Основной эф-

фект лечения был незначительным (P=0,2304) до заражения (день -1 до дня 28). Во время периода зара-

жения (день 28 до дня 42) и на протяжении всего 42-дневного периода исследования основной эффект 

лечения был значительным (P<0,0001). Для каждого из этих двух периодов свиньи в вакцинированных 

группах увеличивали вес больше (P<0,05), чем свиньи в плацебо-контролируемой группе. 

Всех животных оценивали на угнетенное состояние, состояние тела и респираторный дистресс еже-

дневно в течение 14 дней после заражения (дни 28-42) и оценивали по каждому клиническому признаку. 

Показатель угнетения, показатель дыхания и показатели состояния тела были суммированы по времени. 

Клинические оценки также были суммированы в течение дня для каждого животного. В день 8 значения 

в T02 и T04 были значительно ниже (P<0,05), чем значения в контрольной группе плацебо (T01). В  

день 9 значения в T02 были значительно ниже (P<0,05), чем значения в T01. В дни 10-14 значения во 

всех вакцинированных группах (T02, T03 и T04) были значительно ниже (P<0,05), чем значения в T01. 

Не было никакого влияния дозы на клинические признаки. 

В заключение, все уровни дозы вакцины эффективны в снижении (P<0,05) легочных поражений, 

вирусной нагрузки в легких, виремии и клинических симптомах. Местной или системной побочной ре-

акции на вакцину при любом уровне дозы не наблюдалось. Полученное преимущество эффективности 

вакцины является значительным улучшением (P<0,05) в среднем дневном увеличении веса по сравнению 

с контрольными животными. Таким образом, 28-дневное начало иммунитета (OOI) достигается у свиней, 

вакцинированных в возрасте 14-15 дней. 

В качестве итога в табл. 20 перечислены различные штаммы вирусов РРСС вакцины и ссылки на их 

консенсусные геномные последовательности кДНК. 
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Таблица 20 

РРСС вакцинный вирусный штамм 

 
Пример 9. 

Цель этого исследования состояла в том, чтобы продемонстрировать реверсию к вирулентности ис-

ходного вакцинного вируса (MSV) SD 11-21 X+1 репродуктивно-респираторного синдрома свиней 

(PRRSV), модифицированного живого вируса у свиней. 

В общей сложности 80 клинически здоровых, 14-15-дневных отлученных свиней, серонегативных к 

PRRSV и отрицательных для PRRSV с помощью RT-qPCR, были включены в четыре отдельных обрат-

ных пассажа. В каждом обратном пассаже содержалось 20 свиней с 10 свиньями в контрольной группе и 

10 свиньями в группе "Исследовательский ветеринарный продукт" (IVP). Свиньи были распределены 

случайным образом в группу лечения либо в Д-2, либо в Д-1. В обратном пассаже 1 (BP) IVP состояла из 

SD 11-21 MSV X+1. В BP 2-4 IVP состояла из PRRSV, выделенного из бронхоальвеолярного лаважа 

(БАЛ) из свиней в предыдущем обратном пассаже. Контрольным продуктом был натрий-фосфатный бу-

фер (PBS). Животное считалось клинически затронутым PRRSV, если оно проявляло пирексию и клини-

ческие признаки, характерные для инфекции PRRSV; оно умерло, или было удалено из-за PRRSV на ос-

нове диагностического отчета, или оно имело грубые поражения легких, связанные с PRRSV. 

Титр PRRSV SD 11-21 MSV составлял 3,3 log10 TCID50 (796-70-23Sep14). MSV X+1 был сгенериро-

ван для достижения уровня титра типичной дозы вакцины, включая избыток. Для того чтобы генериро-

вать X+1, конфлюентные клетки MARC-145 были инфицированы исходным вакцинным вирусом PRRSV 

(MSV) SD 11-21 (796-70-23Sep14) и PRRSV SD 11-21, X+1 собирали, когда наблюдалось более 95% ци-

топатического эффекта (CPE). 

В день 0 свиньям в группе IVP вводили 1,0 мл IVP интраназально (и/н, 0,5 мл/ноздря). Свиньи на-

блюдались ежедневно на клинические признаки (угнетение, респираторное состояние и состояние тела) 

и пирексию в течение 14 дней в BP 1-3 и в течение 21 дня в BP 4. Свиньи были подвергнуты эвтаназии в 

D14 в BP 1-3 и в D21 в BP 4. Легкие вырезали и оценивали на наличие грубых повреждений легких. 

Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) собирали и анализировали для PRRSV с помощью RT-qPCR и прово-

дили выделение вируса (табл. 21). RT-qPCR проводили с использованием набора RT-PCR EZ-PRRSV 

MPX 4.0 (Tetracore). Жидкости БАЛ, положительные на PRRSV с помощью RT-qPCR, концентрировали 

с помощью подушки сахарозы и объединяли. Объединенный материал тестировали на PRRSV с помо-

щью RT-qPCR, а титр определяли цитопатическим эффектом (CPE) перед введением следующей группе 

животных. Неспособность изолировать вирус у животных после обратного пассажа считалась стабиль-

ной MSV и не возвращалась к вирулентности. PRRSV, присутствующий в объединенной жидкости БАЛ 

из последнего обратного пассажа, который тестировался как положительный с помощью RT-qPCR, срав-

нивался как фенотипически, так и генотипически с PRRSV в оригинальной MSV X+1. Фенотипическое 

сравнение проводили методом ИФА с использованием специфического PRRSV антитела, а генотипиче-

ское сравнение проводили путем сравнения геномного секвенирования гена ORF5. 

Титр вируса для MSV X+1 составлял 8,2 log10 TCID50/мл. Медианную инфекционную дозу культуры 

тканей (TCID50) для каждого вируса определяли путем инфицирования клеток MARC-145 10-кратным 

серийным разведением вируса и инкубации инфицированных клеток в течение 4 дней. В конце инкуба-

ционного периода каждую инфекцию проверяли на наличие или отсутствие индуцированного вирусом 

цитопатического эффекта (CPE) и оценивали как положительный или отрицательный. Собранные дан-

ные затем использовали для расчета титра вируса с использованием метода Рида-Мюнха для расчета 

TCID50 и сообщали о них как о log10 TCID50/мл. Потенциал MSV X+1 превышал ожидаемую целевую 

дозу выброса продукта. Титры вируса вещества, вводимого в BP 2 и 3, составляли 2,1 и 2,6 log10 

TCID50/мл соответственно. Материал, вводимый в BP 4, был отрицательным для CPE. Ни одна свинья, 
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которой вводили IVP в любом из четырех обратных пассажей, не была положительной для определения 

случая клинических поражений PRRSV свиньи. Кроме того, было показано, что вирус из объединенной 

жидкости БАЛ из последнего положительного обратного пассажа фенотипически подобен MSV X+1 и 

генотипически соответствует MSV X+1 при сравнении гена ORF5. 

Это исследование демонстрирует отсутствие реверсии к вирулентности и подтверждает генетиче-

скую стабильность исходного вакцинного вируса SD 11-21 X+1 вакцины против вируса репродуктивно-

респираторного синдрома свиней, модифицированного живого вируса, вводимого 14-15-дневным  

свиньям. 

Таблица 21 

Выделение вируса из жидкости БАЛ путем обратного пассажа 

 

 
NA - не применимо; все отдельные жидкости БАЛ исследовали как с помощью ПЦР, 

так и с иммунофлюоресценцией, поэтому пул не генерировался. 

Пример 10. 

Целью этого исследования было оценить выделение и передачу вируса репродуктивно-

респираторного синдрома свиней (PRRSV) SD 11-21 исходного вакцинного вируса (MSV) от вакциниро-

ванных до индикаторных животных. Двадцать (20) клинически здоровых, 14-дневных, отлученных сви-

ней, серонегативных к PRRSV и отрицательных к PRRSV по RT-qPCR, были включены в исследование. 

В D-1 свиньи физически исследовались и случайным образом распределялись либо в индикатор-

ную/контрольную группу, либо в группу лечения PRRSV SD 11-21 MSV X+1. PRRSV SD 11-21 MSV 

X+1 генерировали, как в примере 9. Свиньи были размещены в загонах с 4 свиньями/загон, каждый загон 

содержал две свиньи/группа лечения. 

В DO свиньи в группе лечения MSV X+1 были вакцинированы 1,0 мл внутримышечно (в/м) в пра-

вой части шеи, тогда как индикаторные свиньи не подвергались лечению. Мазки из носа и образцы сы-

воротки собирали в D-1, D3, D5, D7, D10, D14, D17 и D21 и тестировали на PRRSV с помощью RT-qPCR. 

В D21 свиней гуманно усыпляли, а легкие вырезали. Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) был собран асеп-

тически и тестировался на PRRSV с помощью RT-qPCR. Кроме того, образцы ткани были собраны из 

легких, селезенки, миндалины, тимуса и правого и левого трахеобронхиальных лимфатических узлов и 

были протестированы на PRRSV с помощью RT-qPCR. Если образец ткани имел положительный резуль-

тат для PRRSV с помощью RT-qPCR, образец подвергали тестированию идентичности с помощью ге-

номного секвенирования с использованием участка ORF5 и сравнивали с участком ORF5 MSV X+1. Вес 

тела был собран в D-1 и D21. 

Девять из десяти вакцинированных свиней (90%) имели по крайней мере один назальный мазок по-

ложительный на PRRSV в течение 21-дневного периода исследования. Некоторые свиньи (4/9) все еще 

выделяли вакцину в конце 21-дневного периода исследования. Все вакцинированные свиньи были вире-

мическими от D3-D21. Кроме того, все жидкости БАЛ и образцы тканей от вакцинированных свиней 

были положительными на PRRSV с помощью RT-qPCR в D21. Нуклеотидные последовательности РНК, 

выделенной из образцов ткани, показали 99,67-100% сходство с MSV X+1, что указывает на единствен-

ный вирус, присутствующий у свиней, полученных из вакцинного вируса. Одна из десяти индикаторных 

свиней (10%) считалась положительной на вакцинный вирус. Один мазок из носа был положительным в 

течение 21-дневного периода отбора образцов. Ни один образец сыворотки, образец жидкости БАЛ или 

отбор образцов ткани не был протестирован как положительный на PRRSV с помощью RT-qPCR у лю-

бой из индикаторных свиней. 

MSV X+1 выделяют из вакцинированных животных в течение по меньшей мере 21 дня после вве-

дения. Передача MSV X+1 от вакцинированных индикаторных животных ограничена, так как вирус вак-

цины не был обнаружен ни у одного из индикаторных животных за пределами одного положительного 

назального мазка. 

Пример 11. 

Целью данного исследования было оценить эффективность экспериментальной вакцины с модифи-

цированным живым PRRSV, содержащей штамм PRRSV типа 2 (SD 11-21), при 4,45 log10 TCID50/мл, ко-

гда вводили серонегативным 14-дневным поросятам PRRSV, которые впоследствии были заражены со-

временным вирулентным штаммом PRRSV типа 2 (NC-174). Вирус NCRS-174 РРСС был выделен из об-
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разцов сыворотки 9-недельных свиней, страдающих респираторными симптомами на свиноферме в Хар-

реллсе, Северная Каролина. Подробными симптоматическими наблюдениями с фермы были анорексия, 

летаргия, гиперпноэ, одышка, 15% заболеваемость и 5% смертность. Вакцину оценивали по ее способно-

сти уменьшать повреждения легких, вирусную нагрузку в легких и крови и клинические признаки. 

Сорок (40) клинически здоровых, 14-дневных отлученных свиней, которые были серонегативными 

к PRRSV, были включены в исследование. Свиней оценивали по уменьшению массы тела и случайным 

образом относились к одной из двух групп лечения (n=20/группа). Группы лечения включали экспери-

ментальную вакцину и контрольную группу с плацебо-сравнением. Свиньи были размещены в группу 

лечения для предотвращения воздействия из-за выделения вакцинного вируса до момента заражения. 

При заражении свиней смешивали таким образом, чтобы в загоне было две свиньи из каждой группы 

лечения. 

Свиньи получали вакцину или плацебо внутримышечно (1,0 мл) в правую часть шеи в день 0. Об-

разцы крови собирали в дни -1, 28, 35 и 42 и сыворотку тестировали на уровни антител PRRSV с помо-

щью ИФА и для вирусной нагрузки путем количественной ПЦР (qRT-PCR). На 28-й день всем свиньям 

вводили 4 мл (1 мл/ноздря и 2 мл в/м) штамма PRRSV NC-174 (линия 1, пассаж 3) при 1,3×10
6
 TCID50/мл. 

Клинические оценки, характеризующие респираторный дистресс, угнетение и состояние тела, регистри-

ровались ежедневно с 28 по 42 день. Свиней взвешивали в день -1, 28 и 42, чтобы оценить прибавку в 

весе. Свиньи были подвергнуты эвтаназии в день 42, легкие были вырезаны, и была определена степень 

поражения легких. Жидкость бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) собирали в день 42 и тестировали на 

PRRSV с помощью qRT-PCR. 

При вакцинации не наблюдалось никаких локальных или системных побочных реакций. Экспери-

ментальная вакцина была эффективной при снижении (P<0,05) процента легочных повреждений (45,9% в 

контроле против 4,0% при вакцинации), вирусной нагрузки в легких (снижение 95%), виремии (через  

14 дней после заражения) и клинических признаков. Оценка уменьшенной доли данных поражения лег-

ких показала, что вакцинация увеличила вероятность на 0,9368, что вакцинированное животное будет 

иметь меньше поражений легких, чем невакцинированное контрольное животное. 

Полученное преимущество эффективности вакцины было значительным улучшением (P<0,05) в 

среднем дневном увеличении веса по сравнению с контрольными животными (0,43 против 0,25 кг/день) 

в течение 14-дневного периода заражения. 

В заключение, введение экспериментальной вакцины PRRSV, содержащей штамм SD 11-21, в виде 

одной дозы 1,0 мл для ранее не подверженных экспериментам 14-дневных свиней было безопасным и 

эффективным против заражения современным полевым штаммом PRRSV NC-174. 

Пример 12. 

Цель этого исследования состояла в том, чтобы подтвердить не менее 26 недель (182 дня) иммуни-

тета экспериментальной вакцины с модифицированным живым PRRSV, содержащей штамм PRRSV типа 

2 (SD 11-21), при 4,45 log10 TCID50/мл, когда вводили серонегативным 14-дневным поросятам PRRSV, 

которые впоследствии были заражены вирулентным штаммом PRRSV типа 2 (NADC-20). Вакцину оце-

нивали по ее способности уменьшать повреждения легких, вирусную нагрузку в легких и крови и клини-

ческие признаки. 64 клинически здоровых 14-дневных отлученных свиней, которые были серонегатив-

ными к PRRSV, были включены в исследование. Свиньи были заблокированы подстилкой и случайным 

образом назначены в одну из двух групп лечения (n = 32/группа). Группы лечения включали эксперимен-

тальную вакцину (T02) и контрольную группу с плацебо-сравнением (T01). Свиньи были размещены в 

группу лечения для предотвращения воздействия из-за выделения вакцинного вируса до момента зара-

жения. При заражении свиней смешивали таким образом, чтобы в загоне было две свиньи из каждой 

группы лечения. 

Свиньи получали вакцину или плацебо внутримышечно (1,0 мл) в правую часть шеи в день 0. Об-

разцы крови собирали в дни -1, 28, 112, 168, 181, 189 и 196 и сыворотку тестировали на уровни антител 

PRRSV с помощью ИФА и для вирусной нагрузки путем количественной ПЦР (qRT-PCR). На 182-й день 

все свиньи были заражены 10 мл (4 мл/ноздря и 2 мл в/м) PRRSV штамма NADC-20 при 10
6,7

 TCID50/мл. 

Клинические оценки, характеризующие респираторный дистресс, угнетение и состояние тела, регистри-

ровались ежедневно с 182 по 196 день. Свиньи были подвергнуты эвтаназии в день 196 (14 дней после 

заражения), легкие были вырезаны, и была определена степень поражения легких. Жидкость бронхоаль-

веолярного лаважа (БАЛ) собирали и тестировали на PRRSV с помощью qRT-PCR. 

Экспериментальная вакцина была эффективной при снижении (P<0,05) процента легочных повреж-

дений (12,3% в контроле против 1,1% при вакцинации). Оценка уменьшенной доли данных поражения 

легких показала, что вакцинация увеличила вероятность на 0,6566, что вакцинированное животное будет 

иметь меньше поражений легких, чем невакцинированное контрольное животное. 

Результаты этого исследования подтвердили, что введение экспериментальной вакцины PRRSV, 

содержащей штамм SD 11-21, в виде одной дозы 1,0 мл у ранее не подверженных экспериментам  

14-дневных свиней было эффективным против вирулентного заражения PRRSV, проведенного через  

26 недель. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Модифицированный живой штамм вируса репродуктивно-респираторного синдрома свиней 

(РРСС), в котором консенсусная комплементарная последовательность ДНК указанного штамма РРСС 

по меньшей мере на 90% идентична последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 9,  

SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

2. Модифицированный живой штамм вируса РРСС по п.1, отличающийся тем, что консенсусная 

комплементарная последовательность ДНК указанного штамма РРСС по меньшей мере на 95% идентич-

на последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

3. Модифицированный живой штамм вируса РРСС, в котором консенсусная комплементарная по-

следовательность ДНК указанного штамма РРСС по меньшей мере на 98% идентична последовательно-

сти, выбранной из группы SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

4. Модифицированный живой штамм вируса РРСС по п.3, отличающийся тем, что указанный 

штамм РРСС представляет собой PTA-122674 согласно номеру ATCC депозитария. 

5. Модифицированный живой штамм вируса РРСС по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что 

указанный штамм вируса РРСС пассажируют по меньшей мере 80 раз в клетках культуры ткани. 

6. Модифицированный живой штамм вируса РРСС по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что 

указанный штамм вируса РРСС пассажируют 100 раз в клетках культуры ткани. 

7. Иммуногенная композиция, содержащая модифицированный живой штамм вируса РРСС, имею-

щий консенсусную комплементарную последовательность ДНК, по меньшей мере на 90% идентичную 

последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13; и фармацев-

тически приемлемый эксципиент, стабилизатор, солюбилизатор или разбавитель. 
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8. Иммуногенная композиция по п.7, отличающаяся тем, что консенсусная комплементарная после-

довательность ДНК по меньшей мере на 95% идентична последовательности, выбранной из группы  

SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

9. Иммуногенная композиция, содержащая модифицированный живой штамм вируса РРСС, имею-

щий консенсусную комплементарную последовательность ДНК, по меньшей мере на 98% идентичную 

последовательности, выбранной из группы SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12 и SEQ ID NO: 13. 

10. Иммуногенная композиция по п.9, отличающаяся тем, что модифицированный живой штамм 

вируса РРСС представляет собой PTA-122674 согласно номеру ATCC депозитария. 

11. Иммуногенная композиция по любому из пп.7-10, дополнительно содержащая адъювант. 

12. Вакцина, содержащая модифицированный живой штамм вируса РРСС, в которой указанный 

штамм вируса РРСС представляет собой PTA-122674 согласно номеру ATCC депозитария. 

13. Способ лечения или профилактики симптома репродуктивно-респираторного синдрома у сви-

ней, включающий введение указанной свинье иммуногенной композиции или вакцины по любому из 

пп.7-12. 

14. Способ лечения или профилактики симптома, вызванного заражением вирусом РРСС у свиней, 

включающий введение указанной свинье иммуногенной композиции или вакцины по любому из пп.7-12. 

15. Способ по п.14, в котором заражение вирусом РРСС вызвано вирулентным вирусом РРСС, гете-

рологичным модифицированному живому штамму вируса РРСС в иммуногенной композиции или вак-

цине. 

16. Применение модифицированного живого штамма вируса РРСС по любому из пп.1-6 при изго-

товлении лекарственного средства для лечения РРСС. 

17. Применение иммуногенной композиции или вакцины по любому из пп.7-12 при изготовлении 

лекарственного средства для лечения РРСС. 

18. Применение вакцины, содержащей модифицированный живой штамм вируса РРСС по любому 

из пп.1-6, для лечения или профилактики симптома репродуктивно-респираторного синдрома у свиней. 
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