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(57) Изобретение касается вакцины против свиного парвовируса и вируса свиного репродуктивного
и респираторного синдрома для защиты субъекта, предпочтительно свиньи, от заболеваний,
связанных со свиным парвовирусом и/или вирусом свиного репродуктивного и респираторного
синдрома. Изобретение также касается способов получения иммуногенных композиций, а также
таких иммуногенных композиций, которые проявляют сниженную вируцидную активность.
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Список последовательностей 

Заявка на данное изобретение содержит список последовательностей в соответствии со Сводом фе-

деральных правил 37 C.F.R. 1.821-1.825. Таким образом, список последовательностей, прилагаемый к 

этому документу, включен путем ссылки в его полном объеме. 

Уровень техники 

A. Область изобретения. 

В первом аспекте настоящее изобретение касается вакцины против свиного парвовируса и вируса 

свиного репродуктивного и респираторного синдрома, специфичной к изолятам, которые способны сни-

жать клинические признаки заболевания, вызванного свиным парвовирусом и/или вирусом свиного ре-

продуктивного и респираторного синдрома. Во втором аспекте настоящее изобретение также касается 

способов получения иммуногенных композиций, а также таких иммуногенных композиций, проявляю-

щих сниженную вируцидную активность. 

B. Описание уровня техники. 

Вирус свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRSV) является представителем се-

мейства вирусов Arteriviridae и относится, вместе с Coronaviridae, к отряду вирусов Nidovirales. PRRSV 

представляет собой оболочечный вирус с геномом однонитевой, положительно-полярной РНК из при-

близительно 15 тысяч пар нуклеотидов, включающий девять открытых рамок считывания (ORF), а имен-

но ORF1a, ORF1ab, ORF2a, ORF 2ab и ORF3-ORF7. ORF 1a и 1ab кодируют большие полипротеины, 

преобразуемые в вирусные неструктурные белки (nsp) путем ауто- и трансрасщепления вирусных проте-

аз nsp1, nsp2 и nsp4 (Snijder and Meulenberg, 1998). ORF4 кодирует второстепенный гликопротеин (GP4), 

который после главного гликопротеина (GP5) и двух других второстепенных гликопротеинов (GP2a и 

GP3) находится в вирусной оболочке, причем все вышеупомянутые гликопротеины важны для образова-

ния инфекционного вируса. 

PRRSV считается одним из наиболее значительных с экономической точки зрения инфекционных 

агентов у свиней, вызывая долговременную репродуктивную недостаточность у свиноматок и респира-

торные заболевания у растущих свиней. Часто инфекция PRRSV осложняется вторичными бактериаль-

ными инфекциями, обусловленными иммуносупрессивным характером вируса. Кроме того, виремия 

PRRSV длится неделями, и вирус затем продолжает обнаруживаться в лимфоидных органах в течение 

нескольких месяцев, что свидетельствует о трудностях или невозможности выведения вируса через им-

мунный ответ организма-хозяина (Allende et al., 2000). 

Существует два отдельных вирусных генотипа PRRSV, вызывающих подобные клинические сим-

птомы, которые расходятся приблизительно на 40% на уровне нуклеотидной последовательности:  

генотип I (EU) и генотип II (US). Североамериканским (US) прототипом штамма является VR-2332, а 

европейским (EU) прототипом штамма является вирус Lelystad. 

Свиной парвовирус представляет собой автономный реплицирующийся вирус семейства  

Parvovirinae рода Protoparvovirus в пределах семейства Parvoviridae, содержащий молекулу однонитевой 

ДНК из приблизительно 5100 нуклеотидов (Cotmore et al., 2014: Arch Virol.: 159(5):1239-1247; Molitor et 

al., 1984: Virology: 137(2):241-54.). Только минус-цепь ДНК является упакованной в вирионы. Геном ви-

руса кодирует три капсидных белка (VP1, VP2, VP3) и один неструктурный белок (NS1). Капсид парво-

вируса имеет диаметр приблизительно 22-25 нм состоит из субъединиц VP1 и VP2. Эти белки происхо-

дят от поочередно сплайсированных вариантов одной и той же молекулы РНК и, таким образом, частич-

но перекрываются в последовательности. Кроме того, свиной парвовирус демонстрирует высокий уро-

вень подобия последовательностей с вирусом панлейкопении кошек, парвовирусов собак и парвовирусов 

грызунов (Ranz et al., 1989: J. gen. Virol: 70:2541-2553). 

Хотя существуют различия в штаммах свиного парвовируса, некоторые являются крайне патоген-

ными, другие - менее патогенными или совсем непатогенными, когда вирус упрочивается или становится 

эндемичным в данной стране, оказывается, что патогенные штаммы распространяются среди популяции. 

Инфекция свиного парвовируса (PPV) является распространенной причиной репродуктивной не-

достаточности при разведении свиней во всем мире. Серологические исследования демонстрируют, что 

свиной парвовирус распространен во всех свиноводческих регионах мира, причем до 80% животных де-

монстрируют сероконверсию. 

Свиной парвовирус (PPV) вызывает репродуктивную недостаточность у свиней, приводящей к 

смерти и внутриутробной мумификации, мертворождению и другим проявлениям репродуктивной не-

достаточности у беременных свиноматок. (Joo & Johnson. 1976. Veterinary Bulletin 46, 653-660; Menge-

ling. 1978. J. Am. Vet. Med. Assoc. 172, 1291-1294). 

PPV вызывает репродуктивную недостаточность, когда восприимчивые (неиммунные) свиньи и 

свиноматки инфицируются во время беременности. Это единственное время, когда вирус вызывает забо-

левание. Инфицирование свиней происходит вследствие потребления вируса с пищей или его вдыхания. 

Затем PPV циркулирует в системе кровообращения, а у беременных свиней проникает сквозь плаценту и 

инфицирует развивающиеся эмбрионы и плоды. После природного инфицирования развивается актив-

ный иммунитет, который может длиться в течение всей жизни свиньи. При приобретении активного им-

мунитета до беременности развивающиеся поросята не подвергаются опасности. При рождении поросята 
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приобретают материнский иммунитет в молозиве свиноматки, и этот материнский иммунитет сохраняет-

ся до 20-недельного возраста. Чем выше уровень активного иммунитета у свиноматки, тем больше мате-

ринского иммунитета переходит к ее поросятам. Впоследствии может происходить естественная инфек-

ция PPV. 

Заболевание, вызываемое PPV у свиней, часто называется SMEDI (аббревиатура для мертворожде-

ния, мумификации, смерти эмбриона и бесплодия). Если инфицирование происходит на 0-30 дни бере-

менности, это может привести к эмбриональной смертности, в результате чего уменьшается размер по-

мета. Наиболее явной особенностью, возникающей вследствие инфекции на 30-70 дни беременности, 

является рождение мумифицированных поросят. Мумификация представляет собой процесс стерильного 

расщепления тканей поросят, погибающих в матке после начала отвердения скелета. Инфицирование 

PPV также связано с мертворождением и рождением слабых поросят, если инфицирование происходит 

на поздних стадиях беременности. 

Выкидыш также может быть результатом инфицирования PPV, однако он не является распростра-

ненным клиническим признаком этого заболевания. В целом инфекция PPV снижает количество поросят, 

рождаемых одной свиноматкой в год. 

Имеющиеся в настоящее время вакцины против PPV производят путем выращивания нативного ви-

руса на первичных клетках свиного происхождения или в устойчивых клеточных линиях. После этого 

инфекционный вирус выделяют и инактивируют химическими агентами для получения в итоге цельно-

клеточной убитой противовирусной вакцины. Однако такие процессы выращивания нативного инфекци-

онного вируса проблематичны с точки зрения биозащиты и безопасности. 

Субъединичные вакцины на основе рекомбинантных белков могут иметь слабую иммуногенность 

из-за неправильного складывания белка-мишени или ненадлежащего представления перед иммунной 

системой. Кроме того, цельноклеточные убитые вакцины представляют все антигены нативного вируса, 

тогда как в субъединичной вакцине существует ограничение конкретной аминокислотной последова-

тельностью. 

Рекомбинантные вакцины против PPV уже описывались в источниках существующего уровня тех-

ники, однако до настоящего времени лишь цельноклеточные убитые вакцины выпускаются серийно. Та-

ким образом, похоже, что до сих пор не были разработаны оптимальные рекомбинантные субъединич-

ные вакцины против PPV, которые проявили бы свою эффективность и безопасность. Описанные на дан-

ный момент рекомбинантные субъединичные вакцины против PPV не испытывались и не контролирова-

лись в экспериментах с лабораторным заражением. Рекомбинантные субъединичные вакцины против 

PPV, прошедшие оценку, не действовали так же, как цельноклеточные вакцины против PPV, или реком-

бинантные субъединичные вакцины против PPV не были безопасными (демонстрировали неблагоприят-

ные реакции). 

Были идентифицированы полевые изоляты PPV, которые генетически и антигенно отличаются от 

вакцинных штаммов. Вирус PPV генотипа 2, PPV-27a, является высоковирулентным у беременных сви-

ней после провокационного инфицирования, что было продемонстрировано через высокую смертность 

среди плодов свиноматок, инфицированных PPV-27a (85%), по сравнению со свиноматками, инфициро-

ванными другими штаммами PPV, например PPV-NADL-2. Однако имеющиеся в данное время серийно 

выпускаемые вакцины против PPV получают на основе инактивированных цельновирусных препаратов 

штаммов PPV генотипа 1, выделенных около 30 лет назад (Jozwik et al., 2009; Journal of General Virology; 

90; 2437-2441). 

Другими источниками существующего уровня техники являются следующие: 

Adriaan F.G. Antonis. "A novel recombinant virus-like particle vaccine for prevention of porcine  

parvovirus-induced reproductive failure", Vaccine, 24 (2006), 5481-5490. 

Chen Y. Guo W. "A novel recombinant pseudorabies virus expressing parvovirus VP2 gene:  

Immunogenicity and protective efficacy in swine", Virology Journal, 2011, 8:307. 

Merenga et al. "Large scale production and downstream processing of a recombinant porcine parvovirus 

vaccine", Appl. Microbiol. Biotechnol. 2002 Jun; 59(1):45-50. Epub 2002 Apr 16. 

A. Jozwik, J. Manteufel, H.-J. Selbitz и U. Truyen. Vaccination against porcine parvovirus protects against 

disease, but does not prevent infection and virus shedding after challenge infection with a heterologous virus 

strain. Journal of General Virology (2009), 90, 2437-2441. 

В китайской патентной заявке CN 102488895 А раскрывается тройная вакцина на основе вирусопо-

добных частиц, состоящая из свиного цирковируса, свиного парвовируса и PRRSV. Эта тройная  

VLP-вакцина содержит главный структурный белок PCV-2 белок САР, белковый эпитоп PPV VP2 и бел-

ковый эпитоп PRRSV GP5. 

В российской патентной заявке RU 2004108484 А раскрывается инактивированная вакцина против 

PRRSV и PPV. Эта инактивированная вакцина содержит антигенный материал из штамма вируса PRRS, 

репродуцированный в перевиваемой клеточной культуре Marc-145 и инактивированный аминоэтилэти-

ленимином (AEEI), и антигенный материал из штамма PPV, репродуцированный в перевиваемой клеточ-

ной культуре YPK и инактивированный AEEI. 

В китайской патентной заявке CN 104288760 А раскрывается вакцинная композиция, включающая 
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иммунное количество антигена свиного цирковируса 2 типа, иммунное количество антигена PRRSV и 

антигена PPV. 

В китайской патентной заявке CN 102727881 А раскрывается высокопатогенный штамм PRRS 

JXAI-R и бигеминальная живая вакцина против PPV. 

Публикация Puig et al. (http://info.hipra.com/DOCS/UNISTRAIN/PUBLICATIONS/ESPHM-2015/1-

Clinical-protection.pdf) касается вакцинации со смешанным введением инактивированной вакцины ERY-

SENG Parvo и инактивированной вакцины UNISTRAIN PRRS производства Hipra. 

В публикации Zeew E.J.L. et al. (Journal of General Virology, 2007, 88(2):420-427) описывается иссле-

дование вирулентности и способность к перекрестной нейтрализации недавних полевых изолятов парво-

вируса и вирусов вакцины у экспериментально инфицированных беременных свинок. 

Патентная заявка США US 2014/0322267 A1 касается белка ORF2 PCV2 подтипа A (PCV2A) для 

применения в перекрестной защите. 

Патентная заявка ЕР 2460818 А2 касается иммуногенных композиций PCV2 и способов получения 

таких композиций. 

Патент США US 7,700,285 В1 касается иммуногенных композиций PCV2 и способов получения та-

ких композиций. 

Патентная заявка РСТ WO 2013/024113 касается вакцин от гриппа Н5. 

Патентная заявка США US 2015/0283229 A1 касается вакцины против вируса эпизоотической диа-

реи свиней. 

Недостатки существующего уровня техники, например, состоят в том, что (I) компонент PPV в тра-

диционной убитой вакцине не является полностью инактивированным (который затем может ввести жи-

вой PPV в стадо); (II) отсутствует перекрестная защита от гетерологичных штаммов PPV; отсутствует 

схема вакцинации, которая защищает свиней и свиноматок случного возраста и плоды от связанных с 

PPV и PRRSV заболеваний репродуктивной системы. 

Существует потребность в новой комбинации и/или ассоциированных вакцинах против PRRSV и 

PPV, которые могли бы успешно применяться против инфекций PRRSV и/или PPV. Также существует 

потребность в новых способах снижения вируцидной активности композиций, которые обычно демонст-

рируют определенную степень вируцидной активности; а также в иммуногенных композициях со сни-

женной или отсутствующей вируцидной активностью. 

Краткое описание изобретения 

Решение вышеупомянутой(ых) технической(их) проблемы (проблем) достигается благодаря пред-

ставленному описанию и вариантам осуществления, охарактеризованных в формуле изобретения и рас-

крываемых авторами пунктах. 

Таким образом, изобретение в его разных аспектах воплощается в соответствии с формулой изобре-

тения и раскрываемыми авторами пунктами. 

Первое рассмотрение настоящего изобретения. 

В первом рассмотрении настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбини-

рованной вакцины или комбинации, которая включает: 

а) по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV), причем по меньшей мере один анти-

ген PPV является любым антигеном, содержащимся в PPV; и 

б) по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS), причем по меньшей мере один антиген вируса PRRS является любым антигеном, содержащимся 

в вирусе PRRS. 

Настоящее изобретение также касается комплекта, включающего иммуногенную композицию или 

комбинированную вакцину или комбинацию, как описывается и/или заявляется авторами. 

Настоящее изобретение также касается применения иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и/или заявляется авторами, или комплекта, как описыва-

ется и/или заявляется авторами, для приготовления медикамента, предпочтительно вакцины. 

Преимущество состоит в том, что экспериментальные данные, обеспечиваемые настоящим изобре-

тением, обнаруживают, что компонент субъединичной вакцины против PPV VP2 в соответствии с на-

стоящим изобретением является безопасным и эффективным для профилактики виремии и инфицирова-

ния плода PPV. Кроме того, экспериментальные данные, обеспечиваемые настоящим изобретением, об-

наруживают, что компонент субъединичной вакцины против PPV VP2 в соответствии с настоящим изо-

бретением обладает широким спектром защиты, поскольку вакцина защищает от гетерологичных севе-

роамериканских, а также гетерологичных европейских штаммов для провокационного заражения. 

Преимущество состоит в том, что экспериментальные данные, обеспечиваемые настоящим изобре-

тением, обнаруживают, что компонент субъединичной вакцины против PPV VP2 в соответствии с на-

стоящим изобретением является столь же эффективной, как и цельный убитый вирус. Широкомасштаб-

ных процессов инактивации (которые необходимы для инактивации нативных PPV при получении вак-

цин на основе цельных убитых вирусов) можно избежать путем применения рекомбинантной субъеди-

ничной вакцины, состоящей из PPV VP2. 

Другими преимуществами лежащего в основе изобретения являются, например, (I) снижение коли-
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чества инъекций вакцины, которая вводится животным, что улучшает обращение с животными, умень-

шая стресс для животных; (II) уменьшение количества занятых; (III) такая же эффективность, как при 

однократном введении; (IV) синхронизация действия вакцины, поскольку оба компонента направлены 

против заболевания репродуктивной системы у беременных свиней; (V) профилактика виремии PPV у 

вакцинированных свинок после провокации гетерологичным штаммом PPV; (VI) снижение количества 

мертворождений и мумифицированных поросят в вакцинированных группах после провокации PPV; 

(VII) увеличение общего количества плодов у вакцинированных против PPV свиноматок; (VIII) 100% 

вакцинированных против PPV поросят защищены после провокации PPV; (IX) продолжительность им-

мунитета (DOI): 6 месяцев; (X) и ReproCyc PRRS EU, и смешанный ReproCyc PRRS EU + PPV VP2 

были эффективны, с учетом снижения вирусной нагрузки и пропорции зараженных вирусом после про-

вокации; (XI) было продемонстрировано отсутствие препятствования эффективности вакцинации против 

PRRSV; (XII) начало иммунитета в течение четырех недель может быть установлено для ReproCyc 

PRRS EU; (XIII) комбинированная вакцина (PPV VP2 10 мкг + Ery) с Ingelvac PRRS MLV продемонст-

рировала эффективность в предотвращении виремии и инфицирования плодов PPV на 40-й день бере-

менности (40 dG). 

Второе рассмотрение настоящего изобретения. 

Во втором рассмотрении настоящее изобретение касается способа получения иммуногенной компо-

зиции, включающей рекомбинантный белок, причем способ включает этапы в следующем порядке: 

(I) обеспечение/получение смеси, включающей: 

первую жидкость, 

рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, и 

вектор, включающий нуклеиновокислотную последовательность, кодирующую вышеупомянутый 

рекомбинантный белок; 

(II) добавление второй жидкости к смеси с этапа (I), причем вторая жидкость отличается от первой 

жидкости; 

(III) промывание и, необязательно, окончательное концентрирование рекомбинантного белка и/или 

четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков в смеси пу-

тем дополнительного добавления второй жидкости к смеси, полученной в результате выполнения этапа 

(II), и удаления части первой и/или второй жидкости из такой комбинированной смеси; 

(IV) инактивация вектора путем добавления инактивирующего агента к смеси, полученной в ре-

зультате выполнения этапа (III); 

(V) нейтрализация инактивирующего агента путем добавления нейтрализующего агента к смеси, 

полученной в результате выполнения этапа (IV). 

Настоящее изобретение также касается способа, как описывается и/или заявляется авторами, при-

чем смесь с вышеупомянутого этапа (I) получают с применением процедуры, включающей этапы: 

(а) инфицирования восприимчивых клеток в культуре вектором, включающим нуклеиновокислот-

ную последовательность, кодирующую вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или четвертичные 

структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, причем вышеупомяну-

тый рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, экспрессируются вышеупомянутым вектором, 

(б) последующего извлечения рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, из клеточной культуры, причем клеточный дебрис 

предпочтительно отделяют от рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из мно-

жества вышеупомянутых рекомбинантных белков через этап отделения, предпочтительно включающий 

микрофильтрацию по меньшей мере через один фильтр, более предпочтительно два фильтра, причем по 

меньшей мере один фильтр предпочтительно имеет размер пор, больший, чем рекомбинантный белок 

и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, в 

частности, имеет размер пор от приблизительно 0,1 до приблизительно 4 мкм. 

В отношении препаратов антигена PPV, при выполнении инактивации бакуловируса при 37°С по-

сле осветления и до диафильтрации наблюдалась высокая степень осаждения (агрегации). Считается, что 

эта агрегация, хотя она и не связана с антигеном PPV, препятствует кинетике инактивации и вируцидно-

му испытанию. Предварительные данные указывают, что процесс диафильтрации после осветления 

культуры и до инактивации бакуловируса значительно снижает степень агрегации в собранных вирусо-

подобных частицах (VLP) PPV во время процесса инактивации. Данные показывают, что степень агрега-

ции усиливается при повышенной температуре (37°С) и минимизируется при более низких температурах 

(27 или 4°С) со временем: процесс диафильтрации до инактивации бакуловируса при 37°С дополнитель-

но устраняет вируцидную активность реакции инактивантов нейтрализующего агента тиосульфата на-

трия и среды ExCell 420. Утвержденный процесс подтверждает, что инактивированный бакуловирус, 

экспрессирующий продукт PPV VLP, стабильно является невируцидным для вакцины PRRSV. Такая 

вакцина против PPV VLP, в частности, обладает долгосрочной устойчивостью после смешивания с 
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PRRSV, судя по отсутствию вируцидного эффекта, что позволяет смешивать его с компонентами PPV и 

PRRSV незадолго до введения и/или приводить его в коммерческую, готовую для введения форму (на-

пример, комбинированную вакцину или комплект). 

Краткое описание фигур 

Представленные далее фигуры составляют часть данного описания и включены для дополнитель-

ной демонстрации определенных аспектов настоящего изобретения. Изобретение может быть лучше по-

яснено со ссылкой на одну или несколько этих фигур в комбинации с подробным описанием представ-

ленных авторами конкретных вариантов осуществления. 

Фиг. 1 показывает виремию PRRSV (кПЦР, log10 GE/мл) по группам и дням. 

Фиг. 2 показывает площадь под кривой (AUC) виремии PRRSV (кПЦР, log10 GE/мл) по группам. 

Фиг. 3 показывает среднее геометрическое титров PPV HI по группам и дням. 

Подробное описание изобретения 

Перед описанием аспектов настоящего изобретения следует заметить, что применяемые в описании 

и прилагаемой формуле изобретения формы единственного числа также охватывают ссылки на множест-

венное число, если контекст прямо не указывает на иное. Таким образом, например, ссылка на "антиген" 

включает множество антигенов; ссылка на вирус "вирус" является ссылкой на один или несколько виру-

сов и их эквивалентов, известных специалистам в данной области, и т.д. Если нет другого определения, 

все применяемые авторами технические и научные термины имеют значения в общепринятом понима-

нии среди специалистов в области, к которой относится настоящее изобретение. Хотя при практическом 

воплощении или испытании настоящего изобретения могут применяться любые способы и материалы, 

подобные описываемым авторами или эквивалентные им, здесь описываются предпочтительные спосо-

бы, устройства и материалы. Все упомянутые авторами публикации включаются в данное описание пу-

тем ссылки с целью описания и раскрытия клеточных линий, векторов и методологий, о которых сооб-

щается в публикациях, которые могут использоваться в связи с изобретением. Ни одно из положений 

данного описания не следует истолковывать как признание того, что изобретение не имеет права на про-

тивопоставление такого раскрытия в силу наличия более раннего изобретения. 

Первое рассмотрение в соответствии с настоящим изобретением. 

В одном аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинированной 

вакцины или комбинации, которая включает: 

(а) по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV), причем по меньшей мере один анти-

ген PPV является любым антигеном, содержащимся в PPV; и 

(б) по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS), причем по меньшей мере один антиген вируса PRRS является любым антигеном, содержащимся 

в вирусе PRRS. 

Термин "свиной парвовирус" или "PPV" хорошо известен среди специалистов в данной области. 

Однако "свиной парвовирус" представляет собой автономный реплицирующийся вирус рода парвовирус 

в пределах семейства Parvoviridae, содержащий молекулу однонитевой ДНК. Геном вируса кодирует три 

капсидных белка (VP1, VP2, VP3) и один неструктурный белок (NS1). Заболевание, вызываемое PPV у 

свиней, часто называется SMEDI (аббревиатура для мертворождения, мумификации, смерти эмбриона и 

бесплодия). Термин "свиной парвовирус" в рамках настоящего изобретения охватывает все штаммы, ге-

нотипы и серотипы свиного парвовируса, а также семейства Parvovirinae рода Protoparvovirus в пределах 

семейства Parvoviridae. 

Термины "вирус свиного репродуктивного и респираторного синдрома", или "PRRS вирус", или 

"PRRSV" хорошо известен среди специалистов в данной области. "Вирус свиного репродуктивного и 

респираторного синдрома" является представителем семейства вирусов Arteriviridae, относится вместе с 

Coronaviridae к отряду вирусов Nidovirales и является оболочечным вирусом с геномом однонитевой, 

положительно-полярной РНК из приблизительно 15 тысяч пар нуклеотидов, который содержит девять 

открытых рамок считывания (ORF), а именно ORF1a, ORF1ab, ORF2a, ORF 2ab и ORF3-ORF7. ORF1a и 

lab кодируют большие полипротеины, преобразуемые в вирусные неструктурные белки (nsp) путем ауто- 

и трансрасщепления вирусных протеаз nsp1, nsp2 и nsp4 (Snijder и Meulenberg, 1998). ORF4 кодирует 

второстепенный гликопротеин (GP4), который после главного гликопротеина (GP5) и двух других второ-

степенных гликопротеинов (GP2a и GP3) находится в вирусной оболочке, причем все вышеупомянутые 

гликопротеины важны для образования инфекционного вируса. Существует два отдельных вирусных 

генотипа PRRSV, вызывающих подобные клинические симптомы, которые расходятся приблизительно 

на 40% на уровне нуклеотидной последовательности: генотип I (EU) и генотип II (US). Североамерикан-

ским (US) прототипом штамма является VR-2332, а европейским (EU) прототипом штамма является ви-

рус Lelystad. Термин "вирус свиного репродуктивного и респираторного синдрома" в рамках настоящего 

изобретения охватывает все штаммы, генотипы и серотипы PRRSV. 

В связи с PRRSV следует понимать, что термины "генотип I" и "генотип II" эквивалентны терминам 

"генотип 1" и "генотип 2" или терминам "тип 1" и "тип 2", которые часто употребляются в литературе в 

контексте PRRSV. 

Термины "по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV)" и "по меньшей мере один 



044956 

- 6 - 

антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS)" в рамках настоящего изо-

бретения охватывают каждый антиген, от отдельных антигенов PPV и/или PRRSV до целых вирусов, 

включающих множество антигенов. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, причем PPV выбирают из группы, 

к которой относятся живой аттенуированный/модифицированный живой вирус PPV, уби-

тый/инактивированный вирус PPV, убитый/нактивированный штамм PPV 014, германские полевые изо-

ляты свиного парвовируса PPV-27a и PPV-143a и вирусы вакцины PPV-NADL-2 и PPV-IDT (MSV) сви-

ного парвовируса PPV-IDT (MSV). 

Термины "живой аттенуированный" и "модифицированный живой" в соответствии с настоящим 

изобретением применяются взаимозаменяемо и в особенности касаются сниженной вирулентности PPV 

и/или PRRSV, в частности вируса PPV и/или PRRS дикого типа, которой достигают путем традиционно-

го множественного пассирования клеточных линий PPV и/или PRRSV и/или достигают при помощи ген-

ной инженерии, причем "вирулентность" следует понимать как степень патогенности, и "патогенность" 

касается способности вируса к вызыванию клинических признаков у хозяина или потомства хозяина, 

например репродуктивную недостаточность. 

Термины "убитый" или "инактивированный" в рамках настоящего изобретения относятся к PPV 

и/или PRRSV, который не способен инфицировать соответствующий субъект (в отличие от живого виру-

са), и/или инфективность которого не указывается по сравнению с нативным вирусом. В частности, уби-

тый/инактивированный вирус не может (теряет способность) инфицировать нативные клетки-хозяева. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, причем по меньшей мере один 

антиген PPV представляет собой одну или несколько субъединиц PPV. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинация, как описывается и заявляется авторами, причем по меньшей мере одна 

субъединица PPV представляет собой вирусный белок 2 PPV (VP2), причем PPV VP2 предпочтительно 

является единственным антигеном PPV. 

Термин "вирусный белок 2" или "VP2" относится к капсидному белку VP2 свиного парвовируса. 

Термин "вирусный белок 2" или "VP2" хорошо известен среди специалистов в данной области. 

Термин "белок", "аминокислота" и "полипептид" применяются взаимозаменяемо. Термин "белок" 

относится к последовательности аминокислотных остатков, состоящей из природных аминокислот, а 

также их производных. Природные аминокислоты общеизвестны среди специалистов в данной области и 

описываются в стандартных учебниках по биохимии. В пределах аминокислотной последовательности 

аминокислотные остатки соединяются пептидными связями. Кроме того, два конца аминокислотной по-

следовательности указываются как карбоксильный конец (С-конец) и амино-конец (N-конец). Термин 

"белок" охватывает фактически очищенные белки или белковые препараты, дополнительно включающие 

другие белки. Кроме того, термин также относится к фрагментам белков. Кроме того, он включает  

химически модифицированные белки. Такие модификации могут быть искусственными модификациями 

или природными модификациями, такими, как фосфорилирование, гликозилирование, миристилирова-

ние и т.п. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 имеет 

в аминокислотной позиции 228 глутаминовокислотный остаток или глутаматный остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 414 сериновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 419 глутаминовый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 436 треониновый остаток, 

причем нумерация аминокислотных позиций относится к аминокислотной последовательности ди-

кого типа PPV VP2. 

Термин "причем нумерация аминокислотных позиций относится к аминокислотной последователь-

ности дикого типа PPV VP2" касается нумерации аминокислотных позиций, относящихся к аминокис-

лотной последовательности белка PPV VP2 полной длины дикого типа. Предпочтительно нумерация 

амино-позиций согласно данному описанию указывается со ссылкой на белковую последовательность 

PPV VP2 дикого типа, имеющую 579 аминокислотных остатков, включая метиониновый остаток в  

(N-концевой) аминокислотной позиции 1. Термин "причем нумерация аминокислотных позиций отно-

сится к аминокислотной последовательности дикого типа PPV VP2" охватывает PPV VP2 дикого типа, 

как указано для примера в SEQ ID NO: 1 (PPV 27a VP2). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, отличающейся тем, что PPV VP2 

также имеет 

в аминокислотной позиции 25 изолейциновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 36 сериновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 37 изолейциновый остаток, 
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причем нумерация аминокислотных позиций относится к аминокислотной последовательности ди-

кого типа PPV VP2. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, причем нумерация аминокислот-

ных позиций относится к аминокислотной последовательности, показанной в SEQ ID NO: 1. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 представляет 

собой рекомбинантный PPV VP2. 

Термин "рекомбинантный" в контексте данного описания относится, в частности, к молекуле белка, 

которая экспрессируется из молекулы рекомбинантной ДНК, такой как полипептид, образуемый с при-

менением технологий рекомбинантных ДНК. Пример таких технологий включает случай, когда ДНК, 

кодирующую экспрессируемый белок (например, PPV VP2), вставляют в подходящий вектор экспрессии, 

предпочтительно вектор экспрессии бакуловируса, который, в свою очередь, используют для трансфек-

ции или, в случае вектора экспрессии бакуловируса, для инфицирования клетки-хозяина для получения 

белка или полипептида, кодируемого ДНК. 

Термин "рекомбинантный PPV VP2" в контексте данного описания, таким образом, в частности, 

относится к молекуле белка, которая экспрессируется из молекулы рекомбинантной ДНК. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как описывается и заявляется авторами, в которой PPV VP2 представляет 

собой экспрессируемый рекомбинантным бакуловирусом PPV VP2. 

Термин "бакуловирус" хорошо известен среди специалистов в данной области. В контексте данного 

описания "бакуловирус", в частности, означает систему выработки исследуемого белка в клетках насе-

комых с применением рекомбинантного бакуловирусного вектора, предназначенного для экспрессии 

вышеупомянутого белка. Бакуловирусная система экспрессии в целом включает все элементы, необхо-

димые для достижения экспрессии рекомбинантного белка в клетках насекомых, и, как правило, включа-

ет инженерию бакуловирусного вектора для экспрессии исследуемого белка, введение подвергнутого 

инженерии бакуловирусного вектора в клетки насекомых, культивирование клеток насекомых, содержа-

щих подвергнутый инженерии бакуловирусный вектор, в подходящей среде для выращивания, таким 

образом, чтобы экспрессировался исследуемый белок, и выделение белка. Как правило, инженерия баку-

ловирусного вектора включает построение и выделение рекомбинантных бакуловирусов, в которых ко-

дирующая последовательность для выбранного гена вставлена за промотором для второстепенного ви-

русного гена, причем большинство применяемых в настоящее время бакуловирусных систем экспрессии 

основаны на последовательности вируса ядерного полиэдроза совки калифорнийской люцерновой (Ac-

MNPV) ((Virology, 202(2), 586-605 (1994), NCBI Accession No.: NC_001623). Бакуловирусные системы 

экспрессии общеизвестны среди специалистов в данной области и описывались, например, в публикаци-

ях "Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual", David R. O'Reilly, Lois Miller, Verne Luckow, 

изд. Oxford Univ. Press (1994), "The Baculovirus Expression System: A Laboratory Guide", Linda A.  

King, R.D. Possee, изд. Chapman & Hall (1992). Типичный неограничивающий пример бакуловирусной 

системы для получения рекомбинантного белка описывается, например, в документе WO 2006/072065 А2. 

Предпочтительные бакуловирусные векторы включают бакуловирус, такой как BaculoGold (BD  

Biosciences Pharmingen, San Diego, Calif.) или DiamondBac (Sigma Aldrich), в частности, при условии, что 

продуцирующие клетки являются клетками насекомых. Хотя предпочтение отдается бакуловирусной 

системе экспрессии, специалистам в данной области станет понятно, что с точки зрения настоящего изо-

бретения могут применяться и другие системы экспрессии, а именно экспрессия PPV VP2 в супернатант 

клеточной культуры. Другие подобные системы экспрессии могут требовать применения сигнальной 

последовательности с целью вызывания экспрессии PPV VP2 в среды. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 включает  

или состоит из аминокислотной последовательности, которая имеет по меньшей мере 90% идентичности 

последовательности с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или  

SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 включает  

или состоит из аминокислотной последовательности, которая имеет по меньшей мере 90%,  

по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%,  

по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%,  

по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%, по меньшей мере 99,3%,  

по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%, по меньшей мере 99,7%,  

по меньшей мере 99,8% или по меньшей мере 99,9% идентичности последовательности с аминокислот-

ной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 включает или 
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состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16 или 

включает или состоит из любого фрагмента, который имеет по меньшей мере 210, по меньшей мере 250 

или по меньшей мере 300 смежных аминокислотных остатков из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или  

SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 включает или 

состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 кодируется 

нуклеотидной последовательностью, кодирующей аминокислотную последовательность, которая имеет 

по меньшей мере 90% идентичности последовательности с аминокислотной последовательностью  

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 кодируется 

нуклеотидной последовательностью, кодирующей аминокислотную последовательность, которая  

имеет по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8% или по меньшей мере 99,9% идентичности последова-

тельности с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PPV VP2 кодируется 

нуклеотидной последовательностью, кодирующей аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16. 

SEQ ID NO: 4 представляет собой кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность 

PPV 27a VP2, которая была подвергнута дальнейшей модификации таким образом, чтобы включать два 

сайта рестрикционных ферментов ClaI (в аминокислотной позиции 25 находится изолейциновый остаток, 

в аминокислотной позиции 36 находится сериновый остаток, в аминокислотной позиции 37 находится 

изолейциновый остаток), чтобы примыкать к кодирующему участку VP2, состоящему из глициновых 

повторов. Сайты ClaI включали таким образом, чтобы не прерывать кодирующий участок VP2.  

SEQ ID NO: 2 представляет собой белковую последовательность, соответствующую SEQ ID NO: 4.  

SEQ ID NO: 3 представляет собой кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность PPV 27a 

VP2 (без сайтов рестрикционных ферментов ClaI). SEQ ID NO: 1 представляет собой белковую последо-

вательность, соответствующую SEQ ID NO: 3. 

Термины "нуклеиновая кислота", или "нуклеиновокислотная последовательность", или "нуклеотид-

ная последовательность", или "полинуклеотид" применяются в данном описании взаимозаменяемо и от-

носятся к полинуклеотидам, включая молекулы ДНК, молекулы РНК, молекулы кДНК или производные. 

Термин охватывает однонитевые, а также двунитевые полинуклеотиды. Нуклеиновая кислота в соответ-

ствии с настоящим изобретением охватывает выделенные полинуклеотиды (т.е. выделенные из природ-

ной среды) и генетически модифицированные формы. Кроме того, также включаются химически моди-

фицированные полинуклеотиды, включая природные модифицированные полинуклеотиды, такие как 

гликозилированные или метилированные полинуклеотиды, или искусственные модифицированные по-

линуклеотиды, такие как биотинилированные полинуклеотиды. Кроме того, термины "нуклеиновая ки-

слота" и "полинуклеотид" являются взаимозаменяемыми и относятся к любой нуклеиновой кислоте. Тер-

мины "нуклеиновая кислота" и "полинуклеотид" также конкретно включают нуклеиновые кислоты, со-

стоящие из оснований, отличающихся от биологических оснований (аденина, гуанина, тимина, цитозина 

и урацила). 

Термин "идентичность" или "идентичность последовательностей" известен специалистам в данной 

области и касается отношения между двумя или более полипептидными последовательностями или дву-

мя или более полинуклеотидными последовательностями, т.е. контрольной последовательностью и дан-

ной последовательностью, подлежащей сравнению с контрольной последовательностью. Идентичность 

последовательностей определяют путем сравнения данной последовательности с контрольной последо-

вательностью после оптимального выравнивания последовательностей для получения наивысшей степе-

ни подобия последовательностей, определяемой путем сопоставления между нитями таких последова-

тельностей. После такого выравнивания идентичность последовательностей устанавливается на основе 

сопоставления соответствующих позиций, например, последовательности являются "идентичными" в 

конкретной позиции, если эта позиция, нуклеотиды или аминокислотные остатки идентичны. Общее ко-

личество таких идентичных позиций затем делят на общее количество нуклеотидов или остатков в кон-

трольной последовательности для определения процента идентичности последовательностей. Идентич-

ность последовательностей легко вычисляют известными способами, включая, помимо прочих, описы-

ваемые в публикациях Computational Molecular Biology, Lesk, A.N., ed., Oxford University Press, New York 
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(1988), Biocomputing: Informatics и Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); 

Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., и Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey 

(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis 

Primer, Gribskov, M. и Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991); и Carillo, H., and Lipman, D., 

SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988), идеи которых включаются в данное описание путем ссылки. 

Предпочтительные способы определения идентичности последовательностей разработаны для получения 

наибольшего соответствия между испытываемыми последовательностями. Способы определения иден-

тичности последовательностей кодифицированы в общедоступных компьютерных программах, опреде-

ляющих идентичность последовательностей между данными последовательностями. Примерами таких 

программ являются, помимо прочих, пакет программ GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 

12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN и FASTA (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990). 

Программа BLASTX доступна на рынке от NCBI и из других источников (BLAST Manual, Altschul, S. et 

al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990), идеи ко-

торых включаются в данное описание путем ссылки). Эти программы оптимально выравнивают после-

довательности с использованием штрафов за делецию по умолчанию с целью получения наивысшего 

уровня идентичности последовательностей между данной и контрольной последовательностями. В каче-

стве иллюстрации в случае полинуклеотида, имеющего нуклеотидную последовательность, которая име-

ет по меньшей мере, например, 85%, предпочтительно 90%, еще более предпочтительно 95% "идентич-

ности последовательностей" с контрольной нуклеотидной последовательностью, подразумевается, что 

нуклеотидная последовательность данного полинуклеотида является идентичной контрольной последо-

вательности, за исключением того, что данная полинуклеотидная последовательность может включать до 

15, предпочтительно до 10, еще более предпочтительно до 5 точечных мутаций на каждые 100 нуклеоти-

дов контрольной нуклеотидной последовательности. Другими словами, в полинуклеотиде, имеющем 

нуклеотидную последовательность, которая имеет по меньшей мере 85%, предпочтительно 90%, еще 

более предпочтительно 95% идентичности с контрольной нуклеотидной последовательностью, до 15%, 

предпочтительно до 10%, еще более предпочтительно до 5% нуклеотидов в контрольной последователь-

ности могут быть удалены или замещены другим нуклеотидом, или определенное количество нуклеоти-

дов до 15%, предпочтительно до 10%, еще более предпочтительно до 5% от общего количества нуклео-

тидов в контрольной последовательности, может быть вставлено в контрольную последовательность. 

Эти мутации контрольной последовательности могут иметь место в 5'- или 3'-концевых позициях кон-

трольной нуклеотидной последовательности или в любом другом месте между этими концевыми пози-

циями, либо отдельными вставками среди нуклеотидов в контрольной последовательности, либо одной 

или несколькими смежными группами в пределах контрольной последовательности. Аналогичным обра-

зом, в случае полипептида, имеющего данную аминокислотную последовательность, которая имеет по 

меньшей мере, например, 85%, предпочтительно 90%, еще более предпочтительно 95% идентичности 

последовательностей с контрольной аминокислотной последовательностью, подразумевается, что данная 

аминокислотная последовательность полипептида является идентичной контрольной последовательно-

сти, за исключением того, что данная полипептидная последовательность может включать до 15, пред-

почтительно до 10, еще более предпочтительно до 5 аминокислотных изменений на каждые 100 амино-

кислот контрольной аминокислотной последовательности. Другими словами, для получения данной по-

липептидной последовательности, которая имеет по меньшей мере 85%, предпочтительно 90%, еще бо-

лее предпочтительно 95% идентичности последовательности с контрольной аминокислотной последова-

тельностью, до 15%, предпочтительно до 10%, еще более предпочтительно до 5% аминокислотных ос-

татков в контрольной последовательности могут быть удалены или замещены другой аминокислотой, 

или определенное количество аминокислот до 15%, предпочтительно до 10%, еще более предпочтитель-

но до 5% от общего количества аминокислотных остатков в контрольной последовательности, может 

быть вставлено в контрольную последовательность. Эти изменения контрольной последовательности 

могут иметь место в амино- или карбокси-концевой позициях контрольной аминокислотной последова-

тельности или в любом другом месте между этими концевыми позициями, либо отдельными вставками 

среди остатков в контрольной последовательности, либо одной или несколькими смежными группами в 

пределах контрольной последовательности. Предпочтительно позиции остатков, которые не идентичны, 

отличаются консервативными аминокислотными замещениями. Однако консервативные замещения не 

включаются как совпадения при определении идентичности последовательностей. 

Термины "идентичность", "идентичность последовательностей" и "процент идентичности" приме-

няются в данном описании взаимозаменяемо. С точки зрения этого изобретения установлено, что для 

определения процента идентичности двух аминокислотных последовательностей или двух нуклеиново-

кислотных последовательностей последовательности выравнивают с целью оптимального сравнения 

(например, в последовательность первой аминокислоты или нуклеиновой кислоты могут быть включены 

гэпы для оптимального выравнивания с целью сопоставления со второй аминокислотной или нуклеино-

вокислотной последовательностью). Затем сравнивают аминокислоты или нуклеотидные остатки в соот-

ветствующих аминокислотных или нуклеотидных позициях. Когда позиция в первой последовательности 

занята той же аминокислотой или нуклеотидным остатком, что и соответствующая позиция во второй 
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последовательности, молекулы в этой позиции являются идентичными. Процент идентичности между 

двумя последовательностями зависит от количества идентичных позиций, общих для этих последова-

тельностей (т.е. % идентичности = количество идентичных позиций/общее количество позиций (т.е. пе-

рекрывающихся позиций) × 100). Предпочтительно две последовательности имеют одинаковую длину. 

Сравнение последовательностей осуществляют по всей длине двух сравниваемых последовательно-

стей или по длине фрагмента двух последовательностей. Как правило, сравнение осуществляют по всей 

длине двух сравниваемых последовательностей. Однако идентичность последовательностей может опре-

деляться и по участку, например, из 20, 50, 100 или более аминокислотных остатков. 

Специалистам в данной области известно, что существует несколько различных компьютерных 

программ для определения гомологии между двумя последовательностями. Например, сравнение после-

довательностей и определение процента идентичности между двумя последовательностями осуществля-

ют с применением математического алгоритма. В предпочтительном варианте осуществления процент 

идентичности между двумя аминокислотными или нуклеиновокислотными последовательностями с 

применением алгоритма Нидлмана-Вунша (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)), включенного в программу 

GAP в пакете программ Accelrys GCG (доступен по адресу http://www.accelrys.com/products/gcg/), с при-

менением матрицы Blosum 62 или матрицы РАМ250, и штрафа за открытие гэпа 16, 14, 12, 10, 8, 6 или 4 

и штрафа за продолжение гэпа 1, 2, 3, 4, 5 или 6. Специалистам в данной области станет понятно, что все 

эти разные параметры дают несколько различные результаты, однако общий процент идентичности двух 

последовательностей при применении различных алгоритмов значительно не меняется. 

Белковые последовательности или нуклеиновокислотные последовательности в соответствии с на-

стоящим изобретением также могут использоваться как "искомая последовательность" для выполнения 

поиска в общедоступных базах данных, например для идентификации других представителей семейства 

или родственных последовательностей. Такие поиски выполняют с применением программ BLASTN и 

BLASTP (версия 2.0) согласно публикации Altschul, et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410. Поиск белков 

BLAST выполняют при помощи программы BLASTP, вес = 50, длина слова = 3, для получения амино-

кислотных последовательностей, гомологичных белковым молекулам в соответствии с изобретением. 

Для получения выравнивания с гэпами с целью сравнения применяют Gapped BLAST, как описывается в 

публикации Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. При применении программ BLAST 

и Gapped BLAST используют параметры соответствующих программ (например, BLASTP и BLASTN) по 

умолчанию. См. домашнюю страницу Национального центра биотехнологической информации по адре-

су http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем PRRS вирус выбирают из 

группы, к которой относятся: вирус PRRS генотипа 1, вирус PRRS генотипа 2, вирус PRRS генотипа 1, 

включающий геном, кодируемый нуклеотидной последовательностью, которая имеет  

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с нук-

леиновокислотной последовательностью SEQ ID NO: 17 (последовательность Lelystad дикого типа), ви-

рус PRRS генотипа 2, включающий геном, кодируемый нуклеотидной последовательностью, которая 

имеет по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с нук-

леиновокислотной последовательностью SEQ ID NO: 18 (VR2332 последовательность дикого типа). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем вирус PRRS выбирают из 

группы, к которой относятся: живой аттенуированный/модифицированный живой вирус PRRS, живой 

аттенуированный/модифицированный живой вирус PRRS тип 1 генотип (например, Porcilis PRRS, Unis-

train PRRS, Amervac PRRS и т.п.), живой аттенуированный/модифицированный живой вирус PRRS, гено-

тип типа 2 (например, Ingelvac PRRS MLV, Fostera PRRS и т.п.), живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, штамм 94881 [(генотип 1), ReproCyc PRRS EU],  

убитый/инактивированный вирус PRRS, убитый/инактивированный вирус PRRS, генотип типа 1 (напри-

мер, Progressis), убитый/инактивированный вирус PRRS, генотип типа 2, штамм вируса Lelystad  

(CDI-NL-2.91, Institut Pasteur, Париж, Франция, номер депонирования I-1102), субъединица(ы) вируса 

PRRS или другие штаммы, такие как депонированные под номерами доступа ЕСАСС 04102703,  

ЕСАСС 04102702, ЕСАСС 04102704, номером доступа CNCM I-1140, номером доступа CNCM I-1387, 

номером доступа CNCM I-1388, АТСС VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429, VR 2474 и VR 2402;  
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CNCM I-1102, CNCM I-1140, CNCM I-1387, CNCM I-1388 или ЕСАСС V93070108, североамериканский 

вирус PRRS pT7P129A (номер доступа АТСС 203488), под номером депонирования АТСС VR-2332, 

ATCC VR-2368; АТСС VR-2495; АТСС VR 2385, АТСС VR 2386, АТСС VR 2429, АТСС VR 2474 и 

АТСС VR 2402. 

Термины "иммуногенная композиция", или "комбинированная вакцина", или "комбинация" касает-

ся композиции, которая включает по меньшей мере один антиген, в случае комбинированной вакцины" 

или "комбинации" - по меньшей мере два антигена, которые обеспечивают иммунный ответ у хозяина, 

которому вводят "иммуногенную композицию" или "комбинированную вакцину" или "комбинацию". 

Такой иммунный ответ может быть клеточным и/или антителоопосредованным иммунным ответом на 

"иммуногенную композицию", или "комбинированную вакцину", или "комбинацию" в соответствии с 

изобретением. Предпочтительно "иммуногенная композиция", или "комбинированная вакцина", или 

"комбинация" вызывает иммунный ответ, более предпочтительно обеспечивает защитный иммунитет от 

одного или нескольких клинических признаков инфекции PPV и/или PRRSV. Хозяин также описывается 

как "субъект". Предпочтительно любой из описываемых или упоминаемых хозяев или субъектов являет-

ся свиньей. 

Как правило, "иммунный ответ" включает, помимо прочего, один или несколько из следующих эф-

фектов: выработки или активации антител, В-клеток, хелперных Т-клеток, супрессорных Т-клеток и/или 

цитотоксичных Т-клеток и/или гамма-дельта-Т-клеток, специфично направленных на антиген или анти-

гены, включенные в "иммуногенную композицию", или "комбинированную вакцину", или "комбинацию" 

в соответствии с изобретением. Предпочтительно хозяин должен демонстрировать защитный иммунный 

ответ или терапевтический ответ. 

"Защитный иммунный ответ" или "защитный иммунитет" демонстрируется через снижение или от-

сутствие клинических признаков, которые обычно обнаруживаются у инфицированных хозяев, более 

быстрое выздоровление и/или снижение продолжительности инфективности или снижение титра патоге-

на в тканях или жидкостях организма или экскрементах инфицированного хозяина. 

В случае, если хозяин демонстрирует защитный иммунный ответ, такой как повышенная сопротив-

ляемость новой инфекции и/или снижение клинической тяжести заболевания, "иммуногенная компози-

ция" или "комбинация" описывается как "вакцина". 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенную компо-

зицию, или комбинированную вакцину, или комбинацию рецептируют для введения разовой дозой. 

Объем разовой дозы введения определяется в других разделах данного описания. 

Иммуногенную композицию, или комбинированную вакцину, или комбинацию, как раскрывается и 

заявляется авторами, предпочтительно вводят по месту или системно. Подходящими традиционно при-

меняемыми путями введения являются пероральное или парентеральное введение, такое как интрана-

зальное, внутривенное, внутримышечное, внутрибрюшинное, подкожное, а также ингаляция. Однако, в 

зависимости от характера и способа действия соединения, иммуногенная композиция, или комбиниро-

ванная вакцина, или комбинация, как раскрывается и заявляется авторами, также может вводиться дру-

гими путями. Наиболее предпочтительно иммуногенную композицию, или комбинированную вакцину, 

или комбинацию, как раскрывается и заявляется авторами, вводят внутримышечно. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенную компо-

зицию или комбинированную вакцину или комбинацию вводят внутримышечно. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация является безопасной для свинок и/или свиноматок 

во время беременности и лактации. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция или комбинированная вакцина или комбинация является безопасной для свинок и/или свиноматок 

после 30 дней беременности, предпочтительно после 40 дней беременности. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция или комбинированная вакцина или комбинация также включает по меньшей мере один фармацевти-

чески приемлемый носитель. 

Термин "фармацевтически приемлемый носитель" включает любые и все растворители, дисперга-

торы, покрытия, стабилизаторы, разбавители, консерванты, противомикробные и противогрибковые 

средства, изотонические агенты, замедляющие адсорбцию агенты, адъюванты, иммуностимуляторы и их 

комбинации. 

"Разбавители" могут включать воду, солевой раствор, декстрозу, этанол, глицерин, фосфатно-

буферный солевой раствор и т.п. Изотонические агенты могут включать, помимо прочих, хлорид натрия, 

декстрозу, маннит, сорбит и лактозу. Стабилизаторы включают, помимо прочих, альбумин и соли ще-
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лочных металлов с этилендиаминтетрауксусной кислотой. 

В одном аспекте настоящего изобретения фармацевтически приемлемым носителем является  

карбомер. 

Предпочтительно иммуногенная композиция также может включать один или несколько других 

иммуномодуляторов, таких как, например, интерлейкины, интерфероны или другие цитокины. Количе-

ство и концентрация адъювантов и добавок, используемых в контексте настоящего изобретения, могут 

быть легко определены специалистом в данной области. 

В некоторых аспектах иммуногенная композиция в соответствии с настоящим изобретением со-

держит адъювант. "Адъюванты" в контексте данного описания могут включать гидроксид алюминия и 

фосфат алюминия, сапонины например, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 

(Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), эмульсию типа вода в масле, эмульсию типа масло в 

воде, эмульсию типа вода в масле в воде. Эмульсия, в частности, может быть на основе легкого жидкого 

вазелинового масла (согласно требованиям Европейской фармакопеи); изопреноидного масла, такого, 

как сквалан или сквален; масла, получаемого в результате олигомеризации алкенов, в частности, изобу-

тена или децена; сложных эфиров кислот или спиртов, которые содержат линейную алкильную группу, 

более конкретно -растительных масел, этилолеата, пропиленгликольди(каприлата/капрата), глицерилтри-

(каприлата/капрата) или пропиленгликольдиолеата; сложные эфиры разветвленных жирных кислот или 

спиртов, в частности, сложные эфиры изостеариновой кислоты. Масло применяют в комбинации с 

эмульгаторами для образования эмульсии. Эмульгаторами предпочтительно являются неионные поверх-

ностно-активные вещества, в частности сложные эфиры сорбита, маннида (например, ангидроманнито-

леат), гликоля, полиглицерина, пропиленгликоля и олеиновой, изостеариновой, рицинолеиновой или 

гидроксистеариновой кислоты, которые необязательно являются этоксилированными, и блок-

сополимеры полиоксипропилена-полиоксиэтилена, в частности продукты типа Pluronic, прежде всего 

L121. См. Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D.E.S.), John 

Wiley and Sons, NY, p 51-94 (1995) и Todd et al., Vaccine, 15:564-570 (1997). Типичными адъювантами 

являются эмульсия SPT, описанная на странице 147 публикации "Vaccine Design, The Subunit and  

Adjuvant Approach" под редакцией M. Powell and M. Newman, Plenum Press, 1995, и эмульсия MF59, опи-

санная на странице 183 той же книги. 

Еще одним примером адъюванта может быть соединение, выбранное из полимеров акриловой или 

метакриловой кислоты и сополимеров малеинового ангидрида и алкенильной производной. Оптималь-

ными адъювантными соединениями являются полимеры акриловой или метакриловой кислоты, сшитые, 

в частности, с полиалкенильными сложными эфирами сахаров или многоатомных спиртов. Эти соедине-

ния известны как карбомеры (Phameuropa Vol. 8, No. 2, June 1996). Специалисты в данной области также 

могут обратиться к патенту США № 2,909,462, в котором описываются такие акриловые полимеры, сши-

тые с полигидроксилированным соединением, имеющим по меньшей мере 3 гидроксильных группы, 

предпочтительно не более 8, причем атомы водорода по меньшей мере трех гидроксилов заменены на 

ненасыщенные алифатические радикалы, имеющие по меньшей мере 2 атома углерода. Предпочтитель-

ными радикалами являются те, которые содержат от 2 до 4 атомов углерода, например винилы, аллилы и 

другие этиленненасыщенные группы. Ненасыщенные радикалы сами могут содержать другие заместите-

ли, такие как метил. Особенно подходящими являются продукты, продаваемые под названием Carbopol; 

(BF Goodrich, Огайо, США). Они сшиты с аллилсахарозой или с аллилпентаэритритом. Среди них можно 

упомянуть Carbopol 974P, 934Р и 971Р. Наиболее предпочтительным является использование Carbopol 

971P. К сополимерам малеинового ангидрида и алкенильной производной относятся сополимеры EMA 

(Monsanto), которые представляют собой сополимеры малеинового ангидрида и этилена. Растворение 

этих полимеров в воде ведет к образованию раствора кислоты, подлежащего нейтрализации, предпочти-

тельно до физиологического уровня рН, с целью получения раствора адъюванта, в которую включают 

саму иммуногенную, иммунологическую или вакцинную композицию. 

Другие подходящие адъюванты включают, помимо прочих, адъювантную систему RIBI (Ribi Inc.), 

блоксополимер (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), монофосфорил-липид А адъювант 

авридин липид-амин, термолабильный энтеротоксин из Е. coli (рекомбинантный или иной), холерный 

токсин, IMS 1314 или мурамилдипептид, или природные или рекомбинантные цитокины или их аналоги 

или стимуляторы высвобождения эндогенного цитокина и др. 

Ожидается, что адъювант может добавляться в количестве от приблизительно 100 мкг до приблизи-

тельно 10 мг на дозу, предпочтительно в количестве от приблизительно 100 мкг до приблизительно 10 мг 

на дозу, более предпочтительно в количестве от приблизительно 500 мкг до приблизительно 5 мг на до-

зу, еще более предпочтительно в количестве от приблизительно 750 мкг до приблизительно 2,5 мг на 

дозу и наиболее предпочтительно в количестве от приблизительно 1 мг на дозу. В альтернативном вари-

анте адъювант может быть в концентрации от приблизительно 0,01 до 50%, предпочтительно в концен-

трации от приблизительно 2 до 30%, более предпочтительно в концентрации от приблизительно 5 до 

25%, еще более предпочтительно в концентрации от приблизительно 7 до 22% и наиболее предпочти-

тельно в концентрации от 10 до 20% по объему готового продукта. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-
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ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем по меньшей мере один 

фармацевтически приемлемый носитель является карбомером. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация включает от 0,1 до 50 мкг антигена PPV VP2, пред-

почтительно от 0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, более предпочтительно от 1,0 до 10 мкг антигена PPV 

VP2 и/или от 3,9 до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, включает приблизительно от 0,1 

до 50 мкг антигена PPV VP2. Предпочтительно иммуногенная композиция включает приблизительно от 

0,2 до 40 мкг, более предпочтительно приблизительно от 0,3 и 30 мкг, более предпочтительно приблизи-

тельно от 0,4 до 20 мкг, еще более предпочтительно приблизительно от 0,5 до 10 мкг, еще более пред-

почтительно приблизительно от 1,0 до 10 мкг, причем наиболее предпочтительное количество составляет 

0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 или 10 мкг антигена PPV VP2. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, включает приблизительно от 3,9 

до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинации, как 

раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция или комбинация является вак-

циной. 

Термин "вакцина" уже описывался в других разделах данного описания. Однако в случае, если хо-

зяин демонстрирует защитный иммунный ответ, такой как повышенная сопротивляемость новой инфек-

ции и/или снижение клинической тяжести заболевания, иммуногенная композиция или комбинация опи-

сывается как "вакцина. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, защищает от гомологичного 

и/или гетерологичного провокационного заражения. Преимущество состоит в том, что эксперименталь-

ные данные, обеспечиваемые настоящим изобретением, обнаруживают, что иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация в соответствии с настоящим изобретением обладает ши-

роким спектром защиты, поскольку вакцина защищает от гетерологичных североамериканских, а также 

гетерологичных европейских штаммов для провокационного заражения. 

Термины "защищает", и "профилактика", и "предотвращение" применяются в этом документе взаи-

мозаменяемо. Эти термины определяются в других разделах данного описания. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, защищает от провокационного 

заражения североамериканскими и/или европейскими изолятами. 

Термин "североамериканские и/или европейские изоляты" хорошо известен среди специалистов в 

данной области. Термин "североамериканские и/или европейские изоляты" охватывает все изоляты, ко-

торые были или будут выделены в Северной Америке и Европе. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, обеспечивает перекрестный им-

мунитет от североамериканских и/или европейских изолятов. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, которая эффективна для лечения 

и/или профилактики клинических признаков, вызванных инфекцией PPV и/или PRRSV у субъекта, кото-

рый в этом нуждается. Термины "лечение и/или профилактика", "клинические признаки" и "нуждается" 

определены в других разделах этого описания. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация защищает от гомологичного и/или гетерологичного 

провокационного заражения вирусом PPV и/или гомологичного и/или гетерологичного провокационного 

заражения вирусом PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация защищает от провокационного заражения северо-

американскими и/или европейскими изолятами PPV и/или от провокационного заражения североамери-

канскими и/или европейскими изолятами вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация обеспечивает перекрестную защиту от североаме-

риканских и/или европейских изолятов PPV и/или обеспечивает перекрестную защиту от североамери-

канских и/или европейских изолятов вируса PRRS. 
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В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем иммуногенная компози-

ция, или комбинированная вакцина, или комбинация эффективна для лечения и/или профилактики кли-

нических признаков, вызываемых инфекцией вируса PPV и/или PRRS у субъекта, который в этом  

нуждается. 

Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает вирусоподобную частицу, включающую PPV 

VP2, как описывается и заявляется авторами. 

Термин "вирусоподобная частица" (VLP) охватывает нереплицируемую пустую вирусную оболочку 

вируса. VLP обычно состоят из одного или более вирусных белков, к которым, помимо прочих, относят-

ся белки, указываемые как капсиды, белки покрытия, поверхности и/или оболочки, или образующие час-

тицы полипептиды, производные от этих белков. VLP могут образовываться спонтанно после рекомби-

нантной экспрессии белка в соответствующей экспрессирующей системе. Присутствие VLP после ре-

комбинантной экспрессии вирусных белков обнаруживают с применением традиционных технологий, 

известных специалистам в данной области, таких, как электронная микроскопия, рентгеновская кристал-

лография и т.п. См., например, Baker et al., Biophys. J. (1991), 60:1445-1456; Hagensee et al., J. Virol. 

(1994), 68:4503-4505. Например, криоэлектронную микроскопию выполняют на витрифицированных 

водных образцах данного препарата VLP и изображения записывают при соответствующих условиях 

экспозиции. 

Термин "вирусоподобная частица" (VLP) также охватывает VLP, состоящие из множества PPV VP2. 

В другом аспекте настоящего изобретения вирусоподобная частица состоит из множества PPV VP2, 

как описывается и заявляется авторами. 

Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает клетку, включающую полинуклеотид или вектор, 

как описывается авторами. Предпочтительно вектор является бакуловирусом. 

Термин "клетка" хорошо известен среди специалистов в данной области. Термин "клетка" охваты-

вает эукариотную клетку, такую, как клетка животного, клетка простейшего, растительная клетка или 

грибковая клетка. Предпочтительно эукариотная клетка является клеткой млекопитающего, такого как 

СНО, ВНК или COS, или грибковой клеткой, например Saccharomyces cerevisiae, или клеткой насекомо-

го, например Sf9. 

В другом аспекте настоящего изобретения клетка является клеткой насекомого. 

"Клетка насекомого" в контексте данного описания означает клетку или клеточную культуру, взя-

тую из вида насекомого. Особенный интерес с точки зрения настоящего изобретения представляют клет-

ки насекомых, взятые из видов Spodoptera frugiperda и Trichoplusia ni. 

Предпочтительно клетка насекомого, как упомянуто авторами, является клеткой Spodoptera  

frugiperda (Sf) или клеткой из клеточной линии, взятой из Spodoptera Frugiperda, более предпочтительно 

выбранной из группы, состоящей из клетки Sf9 и клетки Sf+. Соответственно, клетки насекомых, упомя-

нутые авторами, предпочтительно представляют собой клетки Spodoptera frugiperda (Sf) или клетки из 

клеточной линии, взятой из Spodoptera frugiperda, более предпочтительно выбраны из группы, состоящей 

из клеток Sf9 и клеток Sf+. 

В другом аспекте настоящего изобретения клетку насекомого выбирают из группы, к которой отно-

сятся клетки Sf9 и клетки Sf+. 

Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает способ получения PPV VP2, как описывается и 

заявляется авторами, включающий трансфекцию клетки вектором, как описывается авторами. 

Термин "вектор" хорошо известен среди специалистов в данной области. Термин "вектор", извест-

ный специалистам в данной области, относится к полинуклеотидной конструкции, как правило, плазми-

ды или вируса, которые используют для переноса генетического материала в клетку-хозяин. Векторы 

могут быть, например, вирусами, плазмидами, космидами или фагами. Вектор в контексте настоящего 

изобретения может состоять из ДНК или РНК. В некоторых вариантах осуществления вектор состоит из 

ДНК. 

"Вектор экспрессии" представляет собой вектор, способный направлять экспрессию белка, коди-

руемого одним или несколькими генами, которые несет вектор, когда он присутствует в соответствую-

щей среде. Векторы предпочтительно способны к самостоятельной репликации. Как правило, вектор 

экспрессии включает промотор транскрипции, ген и терминатор транскрипции. Экспрессию гена обычно 

осуществляют под контролем промотора, и ген считается "функционально связанным" с промотором. 

В контексте данного описания термин "функционально связанный" применяют для описания связи 

между регуляторными элементами и геном или его кодирующим участком. Как правило, экспрессию 

гена осуществляют под контролем одного или нескольких регуляторных элементов, к которым, помимо 

прочих, относятся, например, конститутивные или индуцибельные промоторы, тканеспецифические ре-

гуляторные элементы и энхансеры. Ген или кодирующий участок считается "функционально связан-

ным", или "функционально соединенным", или "функционально ассоциированным" с регуляторными 

элементами в том смысле, что ген или кодирующий участок находится под контролем или влиянием ре-

гуляторного элемента. Например, промотор считается функционально связанным кодирующей последо-

вательностью, если промотор осуществляет транскрипцию или экспрессию кодирующей последователь-
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ности. 

Векторы и способы получения и/или применения векторов (или рекомбинантов) для экспрессии мо-

гут быть идентичными или аналогичными способам, раскрываемым в: патентах США № 4,603,112, 

4,769,330, 5,174,993, 5,505,941, 5,338,683, 5,494,807, 4,722,848, 5,942,235, 5,364,773, 5,762,938, 5,770,212, 

5,942,235, 382,425, публикациях РСТ WO 94/16716, WO 96/39491, WO 95/30018; Paoletti, "Applications of 

pox virus vectors to vaccination: An update, PNAS USA, 93:11349-11353, October 1996; Moss, "Genetically 

engineered poxviruses for recombinant gene expression, vaccination, and safety", PNAS USA, 93:11341-11348, 

October 1996; Smith et al., U.S. Pat. No. 4,745,051 (рекомбинантный бакуловирус); Richardson, С.D.  

(Editor), Methods in Molecular Biology 39, "Baculovirus Expression Protocols" (1995 Humana Press Inc.); 

Smith et al., "Production of Human Beta Interferon in Insect Cells Infected with a Baculovirus Expression  

Vector", Molecular and Cellular Biology, December, 1983, Vol. 3, No. 12, p. 2156-2165; Pennock et al., "Strong 

и Regulated Expression of Escherichia coli B-Galactosidase in Infect Cells with a Baculovirus vector,  

"Molecular and Cellular Biology March 1984, Vol. 4, No. 3, p. 406; EPA 0370573; заявке США № 920,197, 

поданной 16 октября 1986 г.; патентной публикации ЕР № 265785; патенте США № 4,769,331 (рекомби-

нантный герпесвирус); публикациях Roizman, "The function of herpes simplex virus genes: A primer for  

genetic engineering of novel vectors", PNAS USA, 93:11307-11312, October 1996; Andreansky et al., "The 

application of genetically engineered herpes simplex viruses to the treatment of experimental brain tumors", 

PNAS USA, 93:11313-11318, October 1996; Robertson et al., "Epstein-Barr virus vectors for gene delivery to В 

lymphocyte", PNAS USA, 93:11334-11340, October 1996; Frolov et al., "Alphavirus-based expression vectors: 

Strategies and applications", PNAS USA, 93:11371-11377, October 1996; Kitson et al., J. Virol. 65, 3068-3075, 

1991; патентах США № 5,591,439, 5,552,143; WO 98/00166; акцептованных заявках США, сер.  

№ 08/675,556 и 08/675,566, обе из которых были поданы 3 июля 1996 г. (рекомбинантный аденовирус); 

публикации Grunhaus et al., 1992, "Adenovirus as cloning vectors", Seminars in Virology (Vol. 3), p. 237-52, 

1993; Ballay et al. EMBO Journal, vol. 4, p. 3861-65, Graham, Tibtech, 8, 85-87, April, 1990; Prevec et al., J. 

Gen Virol. 70, 42434; PCT WO 91/11525; Feigner et al. (1994), J. Biol. Chem. 269, 2550-2561, Science, 

259:1745-49, 1993; и McClements et al., "Immunization with DNA vaccines encoding glycoprotein D or  

glycoprotein B, alone or in combination, induces protective immunity in animal models of herpes simplex  

virus-2 disease", PNAS USA, 93: 11414-11420, October 1996; и патентах США № 5,591,639, 5,589,466 и 

5,580,859, а также WO 90/11092, WO 93/19183, WO 94/21797, WO 95/11307, WO 95/20660; публикациях 

Tang et al., Nature, и Furth et al., Analytical Biochemistry, касающихся векторов экспрессии ДНК, и др. См. 

также публикации WO 98/33510; Ju et al., Diabetologia, 41:736-739, 1998 (лентивирусная экспрессирую-

щая система); Sanford et al., U.S. Pat. No. 4,945,050; Fischbachet al. (Intracel); WO 90/01543; Robinson et al., 

Seminars in Immunology vol. 9, p. 271-283 (1997), (системы ДНК-векторов); Szoka et al., патенте США  

№ 4,394,448 (способ вставки ДНК в живые клетки); McCormick et al., патенте США № 5,677,178 (приме-

нение цитопатических вирусов) и патенте США № 5,928,913 (векторы для доставки генов); а также дру-

гих упомянутых авторами документах. 

Термины "регуляторный элемент" и "элемент контроля экспрессии" применяются взаимозаменяемо 

и относятся к молекулам нуклеиновых кислот, которые влияют на экспрессию функционально связанной 

кодирующей последовательности в конкретном организме-хозяине. Эти термины применяются в широ-

ком смысле и охватывают все элементы, способствующие транскрипции или регулирующие ее, включая 

промоторы, основные элементы, необходимые для фундаментального взаимодействия РНК-полимеразы 

и факторов транскрипции, расположенные против хода транскрипции элементы, энхансеры и элементы 

ответа. Типичными регуляторными элементами в прокариотах являются промоторы, операторные после-

довательности и участки связывания рибосом. Регуляторные элементы, применяемые в эукариотных 

клетках, могут включать, помимо прочих, транскрипционные и трансляционные контрольные последо-

вательности, такие как промоторы, энхансеры, сигналы сплайсинга, сигналы полиаденилирования, тер-

минаторы, сигналы разрушения белка, элемент внутренней посадки рибосомы (IRES), 2A последова-

тельности и т. п., которые обеспечивают и/или регулируют экспрессию кодирующей последовательности 

и/или образование кодированного полипептида в клетке-хозяине. 

В контексте данного описания термин "промотор" означает нуклеотидную последовательность, 

обеспечивающую возможность связывания РНК-полимеразы и направляет транскрипцию гена. Как пра-

вило, промотор расположен в 5'-некодирующем участке гена, приближенном к сайту инициации транс-

крипции гена. Элементы последовательности в пределах промоторов, которые выполняют функцию 

инициации транскрипции, часто характеризуются консенсусными нуклеотидными последовательностя-

ми. Примерами промоторов, помимо прочих, могут быть промоторы из бактерий, дрожжей, растений, 

вирусов и млекопитающих (включая человека). Промотор может быть индуцибельным, репрессируемым 

и/или конститутивным. Индуцибельные промоторы инициируют повышенный уровень транскрипции из 

ДНК под их контролем в ответ на некоторые изменения в условиях культивирования, например, измене-

ние температуры. 

В контексте данного описания термин "энхансер" относится к типу регуляторного элемента, кото-

рый может повышать эффективность транскрипции, независимо от расстояния или ориентации энхансе-

ра относительно сайта начала транскрипции. 
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Образование вирусного вектора может осуществляться с применением любых подходящих техно-

логий инженерии, общеизвестных среди специалистов в данной области, включая, помимо прочих, стан-

дартные технологии расщепления рестрикционной эндонуклеазы, лигирования, трансформации, очистки 

плазмиды и секвенирования ДНК, например, как описывается в публикации Sambrook et al. (Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. (1989)). 

Кроме того, настоящее изобретение обеспечивает способ получения PPV VP2, как описывается ав-

торами, включающий трансфекцию клетки, предпочтительно клетки насекомого, бакуловирусом, как 

описывается авторами. 

Композиции, в случае потребности, могут быть представлены в упаковке или дозирующем устрой-

стве, которое может содержать одну или несколько единичных лекарственных форм, содержащих актив-

ный ингредиент. Упаковка может включать, например, металлическую или пластиковую пленку, напри-

мер блистерная упаковка. К упаковке или дозирующему устройству могут прилагаться инструкции по 

введению, предпочтительно по введению животным, в частности свиньям. К контейнеру(ам) может при-

лагаться записка в форме, предписываемой правительственным органом, регулирующим производство, 

использование или продажу фармацевтических или биологических продуктов, причем в записке отража-

ется разрешение со стороны данного органа на производство, использование или продажу с целью вве-

дения человеку. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, или комбинирован-

ной вакцины, или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, причем по меньшей мере один 

антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и 

респираторного синдрома (PRRS) содержатся вместе в одном контейнере или отделены друг от друга 

пространством, предпочтительно содержатся в двух или более отдельных контейнерах. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается комплекта, включающего иммуногенную компо-

зицию, или комбинированную вакцину, или комбинацию, как раскрывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается комплекта, как раскрывается и заявляется авто-

рами, в котором по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей мере один ан-

тиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS) содержатся отдельно друг от 

друга в двух или более отдельных контейнерах, предпочтительно независимо друг от друга в лиофили-

зированной или замороженной форме, и комплект также включает инструкцию с руководством по сме-

шиванию разделенных пространством по меньшей мере одного антигена PPV и по меньшей мере одного 

антигена вируса PRRS, причем такая инструкция с руководством предпочтительно содержит указания по 

комбинированию содержимого контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере один антиген PPV, с 

содержимым контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере один антиген вируса PPRS, причем та-

кая инструкция с руководством более предпочтительно содержит указания о том, что по меньшей мере 

один антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктив-

ного и респираторного синдрома (PRRS) должны вводиться субъекту одновременно, более предпочти-

тельно по отдельности одновременно в одном или различных местах введения, последовательно (в лю-

бом порядке), и/или с регулированием по времени. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается комплекта, как раскрывается и заявляется авто-

рами, причем комплект также включает указания по лечению и/или профилактике заболеваний у свиней 

и/или также включает указания по лечению и/или профилактике инфекций вируса PPV и/или вируса 

PRRS, причем такой комплект предпочтительно также включает указания по ассоциированному приме-

нению компонента PPV (предпочтительно в качестве отдельного компонента комплекта) и компонента 

PRRSV (предпочтительно в качестве отдельного компонента комплекта) иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации, как раскрывается и заявляется авторами, и включенные в 

такой комплект. 

Термин "ассоциированное применение" в рамках настоящего изобретения касается применения 

двух вакцин или компонентов вакцины PRRSV и PPV (каждый из которых независимо от других также 

указывается как "отдельный компонент комплекта") путем смешивания двух вакцин перед введением в 

одном месте инъекции или введением двух вакцин в одно время, но в разных местах введения. Предпоч-

тительно такие две вакцины вводят одновременно, более предпочтительно по отдельности одновременно 

в одном или различных местах введения, последовательно (в любом порядке) и/или с регулированием по 

времени. 

В другом аспекте настоящего изобретения PPV и/или PRRSV в соответствии с настоящим изобре-

тением был инактивирован, в результате чего был получен цельный инактивированный вирус с вирус-

ным белком 2 (VP2), как описывается авторами. 

С точки зрения настоящего изобретения может применяться любой традиционный способ инакти-

вации. Таким образом, инактивация может выполняться с применением способов химической и/или фи-

зической обработки, которые известны специалистам в данной области. Предпочтительные способы 

инактивации включают добавление циклизированного бинарного этиленамина (BEI), включающее до-

бавление раствора 2-бромоэтиленамингидробромида (ВЕА), который был циклизирован до бинарного 

этиленамина (BEI). Предпочтительные дополнительные средства химической инактивации включают, 
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помимо прочих, Triton Х-100, дезоксихолат натрия, бромид цетилтриметиламмония, β-пропиолактон, 

тимеросал, фенол и формальдегид (формалин). Однако инактивация также может включать этап нейтра-

лизации. Предпочтительные средства нейтрализации включают, помимо прочих, тиосульфат натрия, би-

сульфат натрия и т.п. 

Предпочтительные условия инактивации формалином включают концентрацию формалина  

приблизительно от 0,02 до 2,0% (объем/объем), более предпочтительно приблизительно от 0,1 до  

1,0% (объем/объем), еще более предпочтительно приблизительно от 0,15 до 0,8% (объем/объем), еще 

более предпочтительно приблизительно от 0,16 до 0,6% (объем/объем) и наиболее предпочтительно при-

близительно от 0,2 до 0,4% (объем/объем). Время инкубации зависит от резистентности PPV и/или 

PRRSV. Как правило, процесс инактивации выполняют до тех пор, пока не перестанет обнаруживаться 

рост PPV и/или PRRSV в соответствующей системе культивирования. 

Предпочтительно инактивированный PPV и/или PRRSV в соответствии с настоящим изобретением 

инактивируют формалином, предпочтительно с применением описанной выше концентрации. 

Предпочтительно инактивированный PPV и/или PRRSV в соответствии с настоящим изобретением 

является инактивированным циклизированным бинарным этиленамином (BEI), включая добавление рас-

твора 2-бромоэтиленамингидробромида (ВЕА), который был циклизирован до бинарного этиленамина 

(BEI). 

Инактивированный PPV и/или PRRSV в соответствии с изобретением может быть включен в липо-

сомы с применением известной технологии, такой как описываемая в публикациях Nature, 1974, 252, 

252-254 или Journal of Immunology, 1978, 120, 1109-1113. В другом варианте осуществления изобретения 

инактивированный PPV в соответствии с изобретением может быть конъюгирован с подходящими био-

логическими соединениями, такими как полисахариды, пептиды, белки и т.п. или их комбинация. 

Термин "иммунизация" относится к активной иммунизации путем введения иммуногенной компо-

зиции субъекту, подлежащему иммунизации, таким образом, чтобы вызывался иммунный ответ против 

антигена, включенного в такую иммуногенную композицию. 

Предпочтительно в результате иммунизации обеспечивается снижение частоты случаев конкретной 

инфекции PPV и/или PRRSV в стаде или уменьшение тяжести клинических признаков, вызываемых или 

связанных с конкретной инфекцией PPV и/или PRRSV. 

Кроме того, результатом иммунизации субъекта, который в ней нуждается, иммуногенными компо-

зициями, обеспечиваемыми настоящим изобретением, является предотвращение заражения субъекта ин-

фекцией PPV и/или PRRSV. В еще более предпочтительном варианте результатом иммунизации является 

эффективный, длительный иммунологический ответ против инфекции PPV и/или PRRSV. Следует пони-

мать, что вышеупомянутый период времени должен длиться более 1 месяца, предпочтительно свыше  

2 месяцев, более предпочтительно свыше 3 месяцев, более предпочтительно свыше 4 месяцев, более 

предпочтительно свыше 5 месяцев, более предпочтительно свыше 6 месяцев. Следует понимать, что им-

мунизация может не быть эффективной у всех иммунизированных субъектов. Однако термин требует, 

чтобы значительная часть субъектов в стаде была эффективно иммунизирована. 

Предпочтительно в контексте настоящего изобретения предполагается стадо субъектов, в котором в 

нормальных условиях, т. е., без иммунизации, проявляются клинические признаки вызываемых или свя-

занных с a PPV и/или Инфекция PRRSV. Эффективно ли иммунизированы субъекты стада, можно опре-

делить без лишних усилий со стороны специалистов в данной области. Предпочтительно иммунизация 

считается эффективной, если клинические признаки у по меньшей мере 33%, по меньшей мере 50%,  

по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 90%,  

еще более предпочтительно у по меньшей мере 95%, наиболее предпочтительно у 100% субъектов дан-

ного стада снижаются по частоте или тяжести по меньшей мере на 10%, более предпочтительно по 

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

по меньшей мере на 40%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 50%, еще более предпочти-

тельно по меньшей мере на 60%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 70%, еще более пред-

почтительно по меньшей мере на 80%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 90%, еще более 

предпочтительно по меньшей мере на 95%, наиболее предпочтительно на 100% по сравнению с субъек-

тами, которые либо не были иммунизированы, либо были иммунизированы иммуногенной композицией, 

которая имелась в наличии до настоящего изобретения, но впоследствии были инфицированы конкрет-

ным PPV. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается применения иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации или комплекта, как описывается и заявляется авторами для 

приготовления медикамента, предпочтительно вакцины. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается применения иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации или комплекта, как описывается и заявляется авторами, для 

лечения и/или профилактики инфекции вируса PPV и/или вируса PRRS, снижения, профилактики или 

лечения клинических признаков, вызванных инфекцией PPV и/или вирус PRRS, или для лечения и/или 

профилактики заболевания, вызванного инфицированием PPV и/или вирус PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа иммунизации субъекта, включающего 
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введение такому субъекту иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации 

(или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа лечения и/или предотвращения клиниче-

ских признаков, вызываемых инфекцией вируса PPV и/или PRRS, предпочтительно свиного репродук-

тивного и респираторного синдрома, предпочтительно у свиней, у субъекта, который в этом нуждается, 

причем способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества иммуногенной 

композиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), 

как описывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа снижения репродуктивной недостаточ-

ности у субъекта по сравнению с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, 

причем способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества иммуногенной 

композиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), 

как описывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа снижения смертности эмбриона и плода 

у субъекта по сравнению с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, причем 

способ включает введение субъекту терапевтически эффективного количества иммуногенной компози-

ции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как опи-

сывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа активной иммунизации племенных сви-

ней (свиноматок и свинок) для защиты эмбрионов и плодов от инфекции свиного парвовируса, причем 

способ включает введение таким свиньям (свиноматкам и свинкам) терапевтически эффективного коли-

чества иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных ком-

понентов комплекта), как описывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем вышеупомянутый субъект выбирают из группы, к которой относятся свиньи, крупный рога-

тый скот, кошки или собаки, предпочтительно свиньи, более предпочтительно свиноматка и/или свинка. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, согласно которым иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию (или 

отдельные компоненты комплекта) вводят однократно, или двумя, или более дозами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию (или отдель-

ные компоненты комплекта) вводят внутримышечно. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию (или отдель-

ные компоненты комплекта) вводят свинкам и/или свиноматкам, предпочтительно свинкам и/или свино-

маткам по меньшей мере 3-недельного возраста, более предпочтительно свинкам и/или свиноматкам пе-

ред беременностью, еще более предпочтительно свиноматкам во время беременности и лактации. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) является безопасной для свинок и/или свиноматок во время беременности и лак-

тации и свинок перед беременностью. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) является безопасной для свиноматок и/или свинок после 30 дней беременности, 

предпочтительно после 40 дней беременности. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) включает от 0,1 мкг до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно от 0,5 мкг до 

10 мкг антигена PPV VP2, более предпочтительно от 1,0 мкг до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 3,9 до 

7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) защищает от гомологичного и/или гетерологичного провокационного заражения 

PPV и/или гомологичного и/или гетерологичного провокационного заражения вирусом PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) защищает от провокационного заражения североамериканскими и/или европей-

скими изолятами PPV и/или от провокационного заражения североамериканскими и/или европейскими 

изолятами вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные 

компоненты комплекта) обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или европейских 
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изолятов PPV и/или обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или европейских изо-

лятов вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способов, как описывается и заявляется автора-

ми, причем в результате выполнения вышеупомянутого способа обеспечивается улучшение по меньшей 

мере одного параметра эффективности выбранного из группы, к которой относятся: сниженная переход-

ная лейкопения и репродуктивная недостаточность, характеризующиеся инфицированием и гибелью эм-

бриона и/или плода, или их комбинации, по сравнению с субъектом неиммунизированной контрольной 

группы того же вида. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения согласно способу иммунизации субъекта, включающему введение вышеупо-

мянутой иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных 

компонентов комплекта) такому субъекту. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения согласно способу лечения и/или предотвращения клинических признаков, 

вызываемых инфекцией вируса PPV и/или PRRS, предпочтительно свиного репродуктивного и респира-

торного синдрома, предпочтительно у свиней, у субъекта, который в этом нуждается, причем способ 

включает введение субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной 

композиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения согласно способу снижения репродуктивной недостаточности у субъекта по 

сравнению с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, причем способ включа-

ет введение субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной компо-

зиции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения согласно способу снижения смертности эмбриона и плода у субъекта по срав-

нению с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, причем способ включает 

введение субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной компози-

ции или комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения согласно способу активной иммунизации племенных свиней (свиноматок и 

свинок) для защиты эмбрионов и плодов от инфекции свиного парвовируса, причем способ включает 

введение таким свиньям (свиноматкам и свинкам) вышеупомянутой иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем вышеупомянутый субъект 

выбирают из группы, к которой относятся свиньи, крупный рогатый скот, кошки или собаки, предпочти-

тельно свиньи, более предпочтительно свиноматки и/или свинки. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) вводят одно-

кратно или двумя или более дозами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенную композицию 

или комбинированную вакцину или комбинацию (или отдельные компоненты комплекта) вводят внут-

римышечно. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенную композицию 

или комбинированную вакцину или комбинацию (или отдельные компоненты комплекта) вводят свин-

кам и/или свиноматкам, предпочтительно свиноматкам, по меньшей мере 3-недельного возраста, более 

предпочтительно свиноматкам перед беременностью, еще более предпочтительно свиноматкам во время 

беременности и лактации. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 
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авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) является безо-

пасной для свинок и/или свиноматок во время беременности и лактации. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) является безо-

пасной для свинок и/или свиноматок после 30 дней беременности, предпочтительно после 40 дней бере-

менности. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) включает от 0,1 

до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно от 0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, более предпочтитель-

но от 1,0 до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 3,9 до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) защищает от 

гомологичного и/или гетерологичного провокационного заражения PPV и/или защищает от гомологич-

ного и/или гетерологичного провокационного заражения вирусом PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) защищает от 

провокационного заражения североамериканскими и/или европейскими изолятами PPV и/или защищает 

от провокационного заражения североамериканскими и/или европейскими изолятами вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем иммуногенная композиция 

или комбинированная вакцина или комбинация (или отдельные компоненты комплекта) обеспечивает 

перекрестную защиту от североамериканских и/или европейских изолятов PPV и/или обеспечивает пере-

крестную защиту от североамериканских и/или европейских изолятов вируса PRRS. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции или комбинирован-

ной вакцины или комбинации (или отдельных компонентов комплекта), как описывается и заявляется 

авторами, для применения, как описывается и заявляется авторами, причем в результате выполнения 

вышеупомянутого способа обеспечивается улучшение по меньшей мере одного параметра эффективно-

сти, выбранного из группы, к которой относятся сниженная переходная лейкопения и репродуктивная 

недостаточность, характеризующиеся инфицированием и гибелью эмбриона и/или плода, или их комби-

нации, по сравнению с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида. 

Термин "лечение и/или профилактика" касается снижения частоты случаев конкретной инфекции 

PPV и/или инфекции PRRSV в стаде или снижения тяжести клинических признаков вызываемых или 

связанных с конкретной инфекцией PPV и/или PRRSV. Таким образом, термин "лечение и/или профи-

лактика" также касается уменьшения количества животных в стаде, инфицированных конкретным PPV 

и/или PRRSV (= снижения частоты случаев конкретной инфекции PPV и/или инфекции PRRSV) или 

снижения тяжести клинических признаков, обычно связанных с инфекцией PPV и/или PRRSV, или вы-

зываемых ею, в группе животных, которые получили эффективное количество иммуногенной компози-

ции или комбинированной вакцины или комбинации, как предусмотрено в данном описании, по сравне-

нию с группой животных, которые не получали такой иммуногенной композиции или комбинированной 

вакцины или комбинации. 

"Лечение и/или профилактика", как правило, включает введение эффективного количества иммуно-

генной композиции или комбинированной вакцины или комбинации в соответствии с настоящим изо-

бретением субъекту или стаду субъектов, которые нуждаются в таком лечении/профилактике или для 

которых такое лечение/профилактика являются благоприятными. 

Термин "лечение" касается введения эффективного количества иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации после того, как субъект или по меньшей мере некоторые 

животные из стада уже были инфицированы таким PPV и/или PRRSV, и такие животные уже проявляли 

некоторые клинические признаки вызываемых или связанных с такой инфекцией PPV и/или PRRSV. 

Термин "профилактика" касается введения субъекту перед любым инфицированием такого субъек-

та PPV и/или PRRSV или ситуации, когда хотя бы такое животное или ни одно из животных в группе 

животных не проявляет никаких клинических признаков, вызываемых инфицированием таким PPV или 

связанных с ним и/или PRRSV. 
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Термины "профилактика" и "предотвращение" применяются в этом документе взаимозаменяемо. 

Термин "эффективное количество" в контексте данного описания означает, помимо прочего, коли-

чество антигена, которое вызывает или способно вызвать иммунный ответ у субъекта. Такое эффектив-

ное количество способно снижать частоту случаев конкретной инфекции PPV и/или инфекции PRRSV в 

стаде или снизить тяжесть клинических признаков конкретной инфекции PPV и/или инфекции PRRSV. 

Предпочтительно клинические признаки снижаются по частоте или тяжести по меньшей мере на 

10%, более предпочтительно по меньшей мере на 20%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 

30%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 40%, еще более предпочтительно по меньшей мере 

на 50%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 60%, еще более предпочтительно по меньшей 

мере на 70%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 80%, еще более предпочтительно по 

меньшей мере на 90%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 95%, наиболее предпочтительно 

на 100% по сравнению с субъектами, которые не получали лечения или получали иммуногенную компо-

зицию, или комбинированная вакцина или комбинация, которая имелась в наличии до настоящего изо-

бретения, но впоследствии были инфицированы конкретным PPV и/или PRRSV. 

Термин "клинические признаки" в контексте данного описания касается наличия у субъекта при-

знаков инфекции PPV и/или PRRSV. Клинические признаки инфекции зависят от выбранного патогена. 

Примеры таких клинических признаков включают, помимо прочих, сниженная переходная лейкопения и 

репродуктивная недостаточность, характеризующиеся инфицированием и гибелью эмбриона и/или плода 

или их комбинации. Примеры прямо наблюдаемых клинических признаков включают уменьшенный 

размер помета, повышенную мумификацию эмбриона или плода на выводок, аутолизацию эмбриона или 

плода, уменьшенный размер эмбриона или плода, уменьшенный вес эмбриона или плода и т.п. или их 

комбинации. Другие примеры таких клинических признаков включают, помимо прочих, повышенную 

виремию, повышенную вирусную нагрузку в тканях-мишенях и крови, повышенную переда-

чу/распространение PPV на однопометников и т. п. или их комбинации. 

Предпочтительно клинические признаки, которые снижаются по частоте случаев или тяжести у 

подвергнутого лечению субъекта по сравнению с субъектами, которые либо не подвергались лечению, 

либо подвергались лечению иммуногенной композицией, которая имелась в наличии до настоящего изо-

бретения, но впоследствии были инфицированы конкретным PPV и/или PRRSV, касаются переходной 

лейкопении и репродуктивной недостаточности, характеризующихся инфицированием и гибелью эм-

бриона и/или плода, или их комбинации. 

Термин "нуждающийся" или "нуждается" в контексте данного описания означает, что введе-

ние/лечение связано со стимулированием или улучшением состояния здоровья или клинических призна-

ков или любым другим положительным медицинским воздействием на здоровье животных (включая их 

эмбрионы и плоды), которые получают иммуногенную композицию в соответствии с настоящим изобре-

тением. 

Термины "снижение" или "сниженный" или "уменьшение" или "уменьшать" применяются в этом 

документе взаимозаменяемо. Термин "снижение" означает, что клинический признак снижается по 

меньшей мере на 10%, более предпочтительно по меньшей мере на 20%, еще более предпочтительно по 

меньшей мере на 30%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 40%, еще более предпочтительно 

по меньшей мере на 50%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 60%, еще более предпочти-

тельно по меньшей мере на 70%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 80%, еще более пред-

почтительно по меньшей мере на 90%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 95%, наиболее 

предпочтительно на 100% по сравнению с субъектами, не подвергнутыми лечению (иммунизации), но 

впоследствии инфицированными конкретным PPV и/или PRRSV. 

В одном аспекте настоящего изобретения иммуногенная композиция или комбинированная вакцина 

или комбинация (или отдельные компоненты комплекта), как описывается и заявляется авторами, вводят 

однократно. Следует понимать, что разовую дозу вводят лишь один раз. 

Объем дозы на субъект зависит от способа вакцинации и возраста субъекта. Предпочтительно разо-

вая доза имеет общий объем приблизительно от 0,2 до 2,5 мл, более предпочтительно приблизительно от 

0,2 до 2,0 мл, еще более предпочтительно приблизительно от 0,2 до 1,75 мл, еще более предпочтительно 

приблизительно от 0,2 до 1,5 мл, еще более предпочтительно приблизительно от 0,4 до 1,25 мл, еще бо-

лее предпочтительно приблизительно от 0,4 до 1,0 мл, причем наибольшее предпочтение отдается разо-

вой дозе 0,5 или 1,0 мл. Наиболее предпочтительно разовая доза имеет общий объем 0,5, 1, 1,5 или 2 мл. 

В одном аспекте настоящего изобретения иммуногенную композицию или комбинированную вак-

цину или комбинацию (или отдельные компоненты комплекта), как описывается и заявляется авторами, 

вводят двумя или более дозами. 

Однако иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация может вводить-

ся двумя или более дозами, причем первую дозу вводят перед введением второй (бустерной) дозы. Пред-

почтительно вторую дозу вводят по меньшей мере через 15 дней после первой дозы. Более предпочти-

тельно вторую дозу вводят между 15 и 40 днями после первой дозы. Еще более предпочтительно вторую 

дозу вводят по меньшей мере через 17 дней после первой дозы. Еще более предпочтительно вторую дозу 

вводят между 17 и 30 днями после первой дозы. Еще более предпочтительно вторую дозу вводят по 
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меньшей мере 19 дней после первой дозы. Еще более предпочтительно вторую дозу вводят между 19 и 

25 днями после первой дозы. Наиболее предпочтительно вторую дозу вводят по меньшей мере через 21 

день после первой дозы. Еще более предпочтительно вторую дозу вводят приблизительно через 21 день 

после первой дозы или через 21 день после первой дозы. В предпочтительном аспекте двухразового ре-

жима введения и первую, и вторую дозы иммуногенной композиции вводят в одинаковом количестве. 

Предпочтительно каждую дозу вводят в указанном выше предпочтительном количестве, причем наибо-

лее предпочтительной является доза 1 или 2 мл для первой и второй доз. Помимо режима первой и вто-

рой дозы, альтернативный вариант осуществления включает дополнительные последующие дозы. На-

пример, в этих аспектах может вводиться третья, четвертая или пятая доза. Предпочтительно последую-

щие третью, четвертую и пятую дозы в этом режиме вводят в таком же количестве, что и первую дозу, с 

интервалом времени между дозами, соответствующим времени между вышеупомянутыми первой и вто-

рой дозами. Вышеупомянутые режимы введения предпочтительно применяют только к свинкам. Свино-

маткам предпочтительно вводят только иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или 

комбинацию в форме однократного введения. 

В одном аспекте настоящего изобретения субъект выбирают из группы, к которой относятся сви-

нья, крупный рогатый скот, кошка и собака. 

Предпочтительно субъектом является свинья. Следует понимать, что свинья подразумевает живот-

ных как женского, так и мужского пола. Сперма может содержать PPV, поэтому самки и самцы племен-

ных животных охватываются определением "свинья". Таким образом, определение "свинья" включает 

животных мужского пола, таких как хряки, а также животных женского пола, таких как свинки и свино-

матки. 

Термин "свинка" в контексте данного описания предпочтительно относится к свинье до и во время 

первой супоросности/беременности. В отличие от него, термин "свиноматка" в контексте данного описа-

ния предпочтительно относится к свинье после первого опороса - как положительного результата ее пер-

вой супоросности/беременности. 

Объем дозы на субъекта зависит от способа вакцинации и возраста субъекта. Предпочтительно об-

щий объем составляет приблизительно от 0,2 до 5 мл, более предпочтительно приблизительно от 0,5 до 

3,0 мл, еще более предпочтительно приблизительно от 1,0 до 2,5 мл, еще более предпочтительно прибли-

зительно от 1,0 до 2,0 мл. Наиболее предпочтительный объем составляет 1, 1,5, 2 или 2,5 мл на дозу. 

Иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию (или отдельные ком-

поненты комплекта) предпочтительно вводят по месту или системно. Подходящими традиционно при-

меняемыми путями введения являются пероральное или парентеральное введение, такое как интрана-

зальное, внутривенное, внутрикожное, чрескожное, внутримышечное, внутрибрюшинное, подкожное, а 

также ингаляция. Однако, в зависимости от характера и способа действия соединения, иммуногенная 

композиция также может вводиться другими путями. Например, к таким путям относятся внутрикожный, 

внутривенный, внутрисосудистый, внутриартериальный, внутрибрюшинный, интратекальный, интратра-

хеальный, внутрикожный, интракардиальный, внутридолевой, внутримозговой, внутрилегочный, рек-

тальный и вагинальный. Однако более предпочтительную иммуногенную композицию или комбиниро-

ванную вакцину или комбинацию вводят подкожно или внутримышечно. Наиболее предпочтительно 

иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию вводят внутримышечное. 

Авторами описываются следующие пункты. 

1. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация, которая включает: 

(а) по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV), причем по меньшей мере один анти-

ген PPV является любым антигеном, содержащимся в PPV; и 

(б) по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS), причем по меньшей мере один антиген вируса PRRS является любым антигеном, содержащимся 

в вирусе PRRS. 

2. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.1, отличающаяся 

тем, что PPV выбирают из группы, к которой относятся живой аттенуированный/модифицированный 

живой вирус PPV, убитый/инактивированный вирус PPV (например, Porcilis Parvo), уби-

тый/инактивированный штамм PPV 014, германские полевые изоляты свиного парвовируса PPV-27a и 

PPV-143a и вирусы вакцины свиного парвовируса PPV-NADL-2 и PPV-IDT (MSV). 

3. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1, 2, 

отличающаяся тем, что по меньшей мере один антиген PPV представляет собой одну или несколько 

субъединиц PPV. 

4. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-3, 

отличающаяся тем, что по меньшей мере одна субъединица PPV представляет собой вирусный белок 2 

PPV (VP2). 

5. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.4, отличающаяся 

тем, что PPV VP2 является единственным антигеном PPV. 

6. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.4, 5, 

отличающаяся тем, что PPV VP2 имеет 
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в аминокислотной позиции 228 глутаминовокислотный остаток или глутаматный остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 414 сериновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 419 глутаминовый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 436 треониновый остаток, 

причем нумерация аминокислотных позиций относится к аминокислотной последовательности ди-

кого типа PPV VP2. 

7. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.6, отличающаяся 

тем, что PPV VP2 также имеет 

в аминокислотной позиции 25 изолейциновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 36 сериновый остаток, и/или 

в аминокислотной позиции 37 изолейциновый остаток. 

8. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.6, 7, 

отличающаяся тем, что нумерация аминокислотных позиций относится к аминокислотной последова-

тельности, показанной в SEQ ID NO: 1. 

9. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.4-8, 

отличающаяся тем, что PPV VP2 представляет собой рекомбинантный PPV VP2. 

10. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.9, отличающая-

ся тем, что PPV VP2 представляет собой экспрессируемый рекомбинантным бакуловирусом PPV VP2. 

11. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.4-

10, отличающаяся тем, что PPV VP2 включает или состоит из аминокислотной последовательности, ко-

торая имеет по меньшей мере 90% идентичности последовательности с аминокислотной последователь-

ностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

12. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.11, отличаю-

щаяся тем, что PPV VP2 включает или состоит из аминокислотной последовательности, которая имеет  

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8% или по меньшей мере 99,9% идентичности последова-

тельности с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

13. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.12, отличаю-

щаяся тем, что PPV VP2 включает или состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1,  

SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16 или включает или состоит из любого фрагмента, который имеет по 

меньшей мере 210, по меньшей мере 250 или по меньшей мере 300 смежных аминокислотных остатков 

из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16. 

14. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.13, отличаю-

щаяся тем, что PPV VP2 включает или состоит из аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1,  

SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16. 

15. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.4-

14, отличающаяся тем, что PPV VP2 кодируется нуклеотидной последовательностью, кодирующей ами-

нокислотную последовательность, которая имеет по меньшей мере 90% идентичности последовательно-

сти с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

16. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.15, отличаю-

щаяся тем, что PPV VP2 кодируется нуклеотидной последовательностью, кодирующей аминокислотную 

последовательность, которая имеет по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, 

по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%,  

по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%,  

по меньшей мере 99,2%, по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%,  

по меньшей мере 99,6%, по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8% или по меньшей мере 99,9% 

идентичности последовательности с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 

и/или SEQ ID NO: 5-16. 

17. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.16, отличаю-

щаяся тем, что PPV VP2 кодируется нуклеотидной последовательностью, кодирующей аминокислотную 

последовательность SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 5-16. 

18. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из  

пп.1-16, отличающаяся тем, что вирус PRRS выбирают из группы, к которой относятся: вирус PRRS ге-

нотипа 1, вирус PRRS генотипа 2, вирус PRRS генотипа 1, включающий геном, кодируемый  

нуклеотидной последовательностью, которая имеет по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%,  

по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%,  

по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%,  

по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%, по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%,  

по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%, по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%,  
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по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с нуклеиновокислотной последовательностью  

SEQ ID NO: 17 (последовательностью Lelystad дикого типа), вирус PRRS генотипа 2, включающий  

геном, кодируемый нуклеотидной последовательностью, которая имеет по меньшей мере 90%,  

по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%,  

по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%,  

по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%, по меньшей мере 99,3%,  

по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%, по меньшей мере 99,7%,  

по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с нуклеиновокислотной после-

довательностью SEQ ID NO: 18 (последовательностью VR2332 дикого типа). 

19. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.18, отличаю-

щаяся тем, что вирус PRRS выбирают из группы, к которой относятся: живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, живой аттенуированный/модифицированный живой вирус 

PRRS, генотип типа 1 (например, Porcilis PRRS, Unistrain PRRS, Amervac PRRS), живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, генотип типа 2 (например, Ingelvac PRRS MLV, Fostera 

PRRS), живой аттенуированный/модифицированный живой вирус PRRS штамм 94881 [(генотип 1),  

ReproCyc PRRS EU], убитый/инактивированный вирус PRRS, убитый/инактивированный вирус PRRS, 

генотип типа 1 (например, Progressis), убитый/инактивированный вирус PRRS, генотип типа 2, штамм 

вируса Lelystad (CDI-NL-2.91, Institut Pasteur, Париж, Франция, номер депонирования I-1102), субъеди-

ница(ы) вируса PRRS, или другие штаммы, такие как депонированные под номерами доступа  

ЕСАСС 04102703, ЕСАСС 04102702, ЕСАСС 04102704, номером доступа CNCM I-1140, номером досту-

па CNCM I-1387, номером доступа CNCM I-1388, АТСС VR 2332, VR 2385, VR 2386, VR 2429, VR 2474, 

и VR 2402; CNCM I-1102, CNCM I-1140, CNCM I-1387, CNCM I-1388, или ЕСАСС V93070108, северо-

американский вирус PRRS pT7P129A (номер доступа АТСС 203488), под номером депонирования  

АТСС VR-2332, АТСС VR-2368; АТСС VR-2495; АТСС VR 2385, АТСС VR 2386, АТСС VR 2429,  

АТСС VR 2474, и АТСС VR 2402. 

20. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

19, отличающаяся тем, что по меньшей мере один антиген PPV представляет собой одну или несколько 

субъединиц PPV, в которой предпочтительно по меньшей мере один антиген PPV представляет собой 

вирусный белок 2 PPV (VP2), более предпочтительно PPV VP2 является единственным антигеном PPV и 

по меньшей мере один антиген вируса PRRS представляет собой живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, предпочтительно живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, генотип типа 1 (например, Porcilis PRRS, Unistrain PRRS, 

Amervac PRRS), более предпочтительно живой аттенуированный/модифицированный живой вирус 

PRRS, штамм 94881 [(генотип 1), ReproCyc PRRS EU] и живой аттенуированный/модифицированный 

живой вирус PRRS, генотип типа 2 (например, Ingelvac PRRS MLV, Fostera PRRS). 

21. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

20, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию 

рецептируют для введения в форме разовой дозы или двумя дозами. 

22. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

21, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или комбинацию 

вводят внутримышечно. 

23. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

22, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

является безопасной для свинок и/или свиноматок во время беременности и лактации. 

24. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.23, отличаю-

щаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация является безо-

пасной для свинок и/или свиноматок после 30 дней беременности, предпочтительно после 40 дней бере-

менности. 

25. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

24, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

также включает по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель. 

26. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по п.25, отличаю-

щаяся тем, что по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель является карбомером. 

27. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.4-

по 26, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

включает от 0,1 до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно от 0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, более 

предпочтительно от 1,0 до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 3,9 до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

28. Иммуногенная композиция или комбинация по любому из пп.1-27, отличающаяся тем, что им-

муногенная композиция или комбинация является вакциной. 

29. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

28, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 
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защищает от гомологичного и/или гетерологичного провокационного заражения вирусом PPV и/или го-

мологичного и/или гетерологичного провокационного заражения вирусом PRRS. 

30. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

29, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

защищает от провокационного заражения североамериканскими и/или европейскими изолятами PPV 

и/или от провокационного заражения североамериканскими и/или европейскими изолятами вируса 

PRRS. 

31. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

30, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или европейских изолятов PPV и/или обес-

печивает перекрестную защиту от североамериканских и/или европейских изолятов вируса PRRS. 

32. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

31, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация 

эффективна для лечения и/или профилактики клинических признаков, вызываемых инфекцией вируса 

PPV и/или PRRS у субъекта, который в этом нуждается. 

33. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

31, отличающаяся тем, что по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей ме-

ре один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS) содержатся вместе 

в одном контейнере или отделены друг от друга пространством, предпочтительно содержатся в двух или 

более отдельных контейнерах. 

34. Комплект, включающий иммуногенную композицию или комбинированную вакцину или ком-

бинацию по любому из пп.1-33. 

35. Комплект по п.34, отличающийся тем, что по меньшей мере один антиген свиного парвовируса 

(PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS) содержатся отдельно друг от друга в двух или более отдельных контейнерах, предпочтительно 

независимо друг от друга в лиофилизированной или замороженной форме, и комплект также включает 

инструкцию с руководством по смешиванию разделенных пространством по меньшей мере одного анти-

гена PPV и по меньшей мере одного антигена вируса PRRS, причем такая инструкция с руководством 

предпочтительно содержит указания по комбинированию содержимого контейнера(ов), содержащего(их) 

по меньшей мере один антиген PPV, с содержимым контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере 

один антиген вируса PPRS, причем более предпочтительно жидкое содержимое контейнера(ов), содер-

жащего(их) по меньшей мере один антиген PPV, используют в качестве разбавителя для лиофилизиро-

ванного содержимого контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере один антиген вируса PPRS. 

36. Комплект по любому из пп.34, 35, отличающийся тем, что комплект также включает указания 

по лечению и/или профилактике заболеваний у свиней и/или также включает указания по лечению и/или 

профилактике инфекций вируса PPV и/или вируса PRRS, причем такой комплект предпочтительно также 

включает указания по ассоциированному применению компонента PPV и компонента PRRSV иммуно-

генной композиции или комбинированной вакцины или комбинации по любому из пп.1-33. 

37. Применение иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации по 

любому из пп.1-33 или комплекта по любому из пп.34-36 для приготовления медикамента, предпочти-

тельно вакцины. 

38. Применение по п.37 для приготовления медикамента для лечения и/или профилактики инфек-

ции вируса PPV и/или вируса PRRS, снижения, профилактики или лечения клинических признаков, вы-

званных инфекцией PPV и/или вирусом PRRS или для лечения и/или профилактики заболевания, вы-

званного инфицированием PPV и/или вирусом PRRS. 

39. Способ иммунизации субъекта, включающий введение такому субъекту иммуногенной компо-

зиции или комбинированной вакцины или комбинации по любому из пп.1-33. 

40. Способ лечения и/или предотвращения клинических признаков, вызываемых инфекцией вируса 

PPV и/или PRRS, предпочтительно свиного репродуктивного и респираторного синдрома, предпочти-

тельно у свиней, у субъекта, который в этом нуждается, причем способ включает введение субъекту те-

рапевтически эффективного количества иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или 

комбинации по любому из пп.1-33. 

41. Способ снижения репродуктивной недостаточности у субъекта по сравнению с субъектом не-

иммунизированной контрольной группы того же вида, причем способ включает введение субъекту тера-

певтически эффективного количества иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или 

комбинации по любому из пп.1-33. 

42. Способ снижения смертности эмбриона и плода у субъекта по сравнению с субъектом неимму-

низированной контрольной группы того же вида, причем способ включает введение субъекту терапевти-

чески эффективного количества иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комби-

нации по любому из пп.1-33. 

43. Способ по любому из пп.39-42, отличающийся тем, что вышеупомянутый субъект выбирают из 

группы, к которой относятся свиньи, крупный рогатый скот, кошки или собаки, предпочтительно свинья, 
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более предпочтительно свиноматка и/или свинка. 

44. Способ по любому из пп.39-43, отличающийся тем, что иммуногенную композицию или комби-

нированную вакцину или комбинацию вводят одной или двумя или более дозами. 

45. Способ по любому из пп.39-44, отличающийся тем, что иммуногенную композицию или комби-

нированную вакцину или комбинацию вводят внутримышечно. 

46. Способ по любому из пп.39-45, отличающийся тем, что иммуногенную композицию или комби-

нированную вакцину или комбинацию вводят свинкам и/или свиноматкам, предпочтительно свиномат-

кам по меньшей мере 3-недельного возраста, более предпочтительно свиноматкам перед беременностью, 

еще более предпочтительно свиноматкам во время беременности и лактации. 

47. Способ по любому из пп.39-46, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация является безопасной для свинок и/или свиноматок во время бере-

менности и лактации. 

48. Способ по любому из пп.39-47, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация является безопасной для свиноматок и/или свинок после 30 дней 

беременности, предпочтительно после 40 дней беременности. 

49. Способ по любому из пп.39-48, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация включает от 0,1 до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно от 

0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, более предпочтительно от 1,0 до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 3,9 

до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

50. Способ по любому из пп.39-49, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация защищает от гомологичного и/или гетерологичного провокацион-

ного заражения вирусом PPV и/или гомологичного и/или гетерологичного провокационного заражения 

вирусом PRRS. 

51. Способ по любому из пп.39-50, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация защищает от провокационного заражения североамериканскими 

и/или европейскими изолятами PPV и/или от провокационного заражения североамериканскими и/или 

европейскими изолятами вируса PRRS. 

52. Способ по любому из пп.39-51, отличающийся тем, что иммуногенная композиция или комби-

нированная вакцина или комбинация обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или 

европейских изолятов PPV и/или обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или евро-

пейских изолятов вируса PRRS. 

53. Способ по любому из пп.39-52, отличающийся тем, что в результате выполнения вышеупомяну-

того способа обеспечивается улучшение по меньшей мере одного параметра эффективности, выбранного 

из группы, к которой относятся сниженная переходная лейкопения и репродуктивная недостаточность, 

характеризующиеся инфицированием и гибелью эмбриона и/или плода или их комбинации, по сравне-

нию с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида. 

54. Способ по любому из пп.39-53, отличающийся тем, что по меньшей мере один антиген свиного 

парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного 

синдрома (PRRS) вводят субъекту одновременно, предпочтительно по отдельности одновременно в од-

ном или различных местах введения, последовательно (в любом порядке), и/или с регулированием по 

времени. 

55. Способ по любому из пп.39-54 для активной иммунизации племенных свиней (свиноматок и 

свинок) для защиты эмбрионов и плодов от инфекции свиного парвовируса, включающий введение та-

ким свиньям (свиноматкам и свинкам) иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или 

комбинации по любому из пп.1-33. 

56. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения согласно способу иммунизации субъекта, включающему введение вышеупомянутой 

иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации такому субъекту. 

57. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения согласно способу лечения и/или предотвращения клинических признаков, вызывае-

мых инфекцией вируса PPV и/или PRRS, предпочтительно свиного репродуктивного и респираторного 

синдрома, предпочтительно у свиней, у субъекта, который в этом нуждается, причем способ включает 

введение субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной компози-

ции или комбинированной вакцины или комбинации. 

58. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения согласно способу снижения репродуктивной недостаточности у субъекта по сравне-

нию с субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, причем способ включает вве-

дение субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной композиции 

или комбинированной вакцины или комбинации. 

59. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения согласно способу снижения смертности эмбриона и плода у субъекта по сравнению с 

субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида, причем способ включает введение 
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субъекту терапевтически эффективного количества вышеупомянутой иммуногенной композиции или 

комбинированной вакцины или комбинации. 

60. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-59, отличающаяся тем, что вышеупомянутый субъект выбирают 

из группы, к которой относятся свиньи, крупный рогатый скот, кошки или собаки, предпочтительно сви-

нья, более предпочтительно свиноматка и/или свинка. 

61. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-60, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию или ком-

бинированную вакцину или комбинацию вводят однократно или двумя или более дозами. 

62. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-61, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию или ком-

бинированную вакцину или комбинацию вводят внутримышечно. 

63. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-62, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию или ком-

бинированную вакцину или комбинацию вводят свинкам и/или свиноматкам, предпочтительно свино-

маткам по меньшей мере 3-недельного возраста, более предпочтительно свиноматкам перед беременно-

стью, еще более предпочтительно свиноматкам во время беременности и лактации. 

64. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-63, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация является безопасной для свинок и/или свиноматок во время бе-

ременности и лактации. 

65. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-64, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация является безопасной для свинок и/или свиноматок после 30 дней 

беременности, предпочтительно после 40 дней беременности. 

66. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-65, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация включает от 0,1 до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно 

от 0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, более предпочтительно от 1,0 до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 

3,9 до 7,0 log10TCID50 вируса PRRS. 

67. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-66, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация защищает от гомологичного и/или гетерологичного провокаци-

онного заражения вирусом PPV и/или защищает от гомологичного и/или гетерологичного провокацион-

ного заражения вирусом PRRS. 

68. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-67, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация защищает от провокационного заражения североамериканскими 

и/или европейскими изолятами PPV и/или защищает от провокационного заражения североамерикан-

скими и/или европейскими изолятами вируса PRRS. 

69. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-68, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция или ком-

бинированная вакцина или комбинация обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских 

и/или европейских изолятов PPV и/или обеспечивает перекрестную защиту от североамериканских и/или 

европейских изолятов вируса PRRS. 

70. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-69, отличающаяся тем, что в результате выполнения вышеупомя-

нутого способа обеспечивается улучшение по меньшей мере одного параметра эффективности, выбран-

ного из группы, к которой относятся переходная лейкопения и репродуктивная недостаточность, харак-

теризующиеся инфицированием и гибелью эмбриона и/или плода, или их комбинации по сравнению с 

субъектом неиммунизированной контрольной группы того же вида. 

71. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения по любому из пп.56-70, отличающаяся тем, что по меньшей мере один антиген свино-

го парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторно-

го синдрома (PRRS) вводят субъекту одновременно, предпочтительно по отдельности одновременно в 

одном или различных местах введения, последовательно (в любом порядке), и/или с регулированием по 

времени. 

72. Иммуногенная композиция или комбинированная вакцина или комбинация по любому из пп.1-

33 для применения согласно способу активной иммунизации племенных свиней (свиноматок и свинок) 

для защиты эмбрионов и плодов от инфекции свиного парвовируса, который включает введение выше-

упомянутой иммуногенной композиции или комбинированной вакцины или комбинации такими свиньям 

(свиноматкам и свинкам). 
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Второе рассмотрение настоящего изобретения. 

В одном аспекте настоящее изобретение касается способа получения иммуногенной композиции, 

включающей рекомбинантный белок, причем способ включает этапы в следующем порядке: 

(I) обеспечение/получение смеси, включающей 

первую жидкость, 

рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, и 

вектор, включающий нуклеиновокислотную последовательность, кодирующую вышеупомянутый 

рекомбинантный белок; 

(II) добавление второй жидкости к смеси с этапа (I), причем вторая жидкость отличается от первой 

жидкости; 

(III) промывание и, необязательно, окончательное концентрирование рекомбинантного белка и/или 

четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков в смеси, 

путем дополнительного добавления второй жидкости к смеси, полученной в результате выполнения эта-

па (II), и удаления части первой и/или второй жидкости из такой комбинированной смеси; 

(IV) инактивацию вектора путем добавления инактивирующего агента к смеси, полученной в ре-

зультате выполнения этапа (III); 

(V) нейтрализацию инактивирующего агента путем добавления нейтрализующего агента к смеси, 

полученной в результате выполнения этапа (IV). 

С точки зрения настоящего изобретения "первая жидкость" относится к жидким, водным или теку-

чим средам, как правило, используемым в комбинации с клетками, антигенами, иммуногенными компо-

зициями, вакцинами и т.п. Предпочтительно первая жидкость включает среды из антигенной компози-

ции; более предпочтительно первая жидкость включает или предпочтительно состоит из сред для куль-

тивирования клеток, применяемых для получения рекомбинантных белков в культивируемых клетках-

хозяевах. Вышеупомянутые культивируемые клетки-хозяева могут быть бактериями, дрожжами, клетка-

ми насекомых, клетками животных и клетками млекопитающих, причем особенно предпочтительными 

являются клетки насекомых и млекопитающих. Таким образом, первая жидкость может включать или 

состоять из сред для культивирования бактерий, дрожжей, клетки насекомых, клеток животных или кле-

ток млекопитающих. Предпочтительно среда для клеток представляет собой бессывороточную среду для 

клеток, наиболее предпочтительно культуральной средой является бессывороточная среда Excell 420 при 

использовании клеток насекомых. 

"Вторая жидкость" в соответствии с настоящим изобретением означает любую жидкость, обычно 

используемую в комбинации с клетками, антигеном, иммуногенными композициями, вакцинами и т.п., 

которая отличается от первой жидкости. Предпочтительно вторая жидкость представляет собой водный 

раствор, еще более предпочтительно фармацевтически приемлемый раствор, еще более предпочтительно 

буфер, такой как солевой раствор или фосфатный буфер и т.п. Наиболее предпочтительно вторая жид-

кость характеризуется отсутствием вироцидности для любого живого вируса или живых бактерий, при 

культивировании или хранении живого вируса или живых бактерий в такой жидкости. 

"Часть" с точки зрения настоящего изобретения означает любое количество, которое не включает 

все количество. Например, часть жидкости во всяком случае должна составлять меньше чем 100% объе-

ма этой жидкости, например 90% жидкости, 80% жидкости, 70% жидкости, и любое количество, большее 

чем 0% и меньшее чем 100%. 

"Рекомбинантный белок" с точки зрения настоящего изобретения означает любой рекомбинантный 

белок, предпочтительно белок PPV VP2, более предпочтительно включающий или состоящий из после-

довательности, которая имеет по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%,  

по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%,  

по меньшей мере 93%, по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%,  

по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%,  

по меньшей мере 99,2%, по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%,  

по меньшей мере 99,6%, по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 

100% идентичности с последовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 5-16. 

"Четвертичные структуры", а также "четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупо-

мянутых рекомбинантных белков" с точки зрения настоящего изобретения, означают трехмерное распо-

ложение множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, таких как вирусоподобные частицы 

и/или гомотримеры. 

"Вектор", а также "вектор, включающий нуклеиновокислотную последовательность, кодирующую 

вышеупомянутый рекомбинантный белок" с точки зрения настоящего изобретения, означает подходя-

щий вектор экспрессии, предпочтительно вектор экспрессии бакуловируса, который, в свою очередь, 

используют для трансфекции или, в случае вектора экспрессии бакуловируса, для инфицирования клет-

ки-хозяина для получения белка или полипептида, кодируемого ДНК. 

Векторы и способы получения и/или применения векторов (или рекомбинантов) для экспрессии мо-

гут быть идентичными или аналогичными способам, раскрываемым в патентах США № 4,603,112, 
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4,769,330, 5,174,993, 5,505,941, 5,338,683, 5,494,807, 4,722,848, 5,942,235, 5,364,773, 5,762,938, 5,770,212, 

5,942,235, 382,425, публикациях РСТ WO 94/16716, WO 96/39491, WO 95/30018; Paoletti, "Applications of 

pox virus vectors to vaccination: An update, "PNAS USA ,93:11349-11353, October 1996; Moss, "Genetically 

engineered poxviruses for recombinant gene expression, vaccination, and safety", PNAS USA, 93:11341-11348, 

October 1996; публикации Smith et al., патенте США № 4,745,051 (рекомбинантный бакуловирус);  

Richardson, С.D. (Editor), Methods in Molecular Biology 39, "Baculovirus Expression Protocols" (1995  

Humana Press Inc.); Smith et al., "Production of Human Beta Interferon in Insect Cells Infected with a  

Baculovirus Expression Vector", Molecular and Cellular Biology, December, 1983, Vol. 3, No. 12, p. 2156-

2165; Pennock et al., "Strong и Regulated Expression of Escherichia coli B-Galactosidase in Infect Cells with a 

Baculovirus vector, "Molecular and Cellular Biology March 1984, Vol. 4, No. 3, p. 406; EPA 0370573; заявке 

США № 920,197, поданной 16 октября 1986 г.; патентной публикации ЕР № 265785; патенте США  

№ 4,769,331 (рекомбинантный герпесвирус); Roizman, "The function of herpes simplex virus genes:  

A primer for genetic engineering of novel vectors", PNAS USA, 93:11307-11312, October 1996; Andreansky et 

al., "The application of genetically engineered herpes simplex viruses to the treatment of experimental brain  

tumors", PNAS USA, 93:11313-11318, October 1996; Robertson et al., "Epstein-Barr virus vectors for gene 

delivery to В lymphocyte", PNAS USA, 93:11334-11340, October 1996; Frolov et al., "Alphavirus-based  

expression vectors: Strategies and applications", PNAS USA, 93:11371-11377, October 1996; Kitson et al., J. 

Virol. 65, 3068-3075, 1991; патентах США № 5,591,439, 5,552,143; WO 98/00166; акцептованных заявках 

США, сер. № 08/675,556 и 08/675,566, обе из которых были поданы 3 июля 1996 г. (рекомбинантный 

аденовирус); публикации Grunhaus et al., 1992, "Adenovirus as cloning vectors", Seminars in Virology  

(Vol. 3) p. 237-52, 1993; Ballay et al. EMBO Journal, vol. 4, p. 3861-65, Graham, Tibtech, 8, 85-87, April, 

1990; Prevec et al., J. Gen Virol. 70, 42434; PCT WO 91/11525; Feigner et al. (1994), J. Biol. Chem. 269, 2550-

2561, Science, 259:1745-49, 1993; и McClements et al., "Immunization with DNA vaccines encoding  

glycoprotein D or glycoprotein B, alone or in combination, induces protective immunity in animal models of 

herpes simplex virus-2 disease", PNAS USA, 93:11414-11420, October 1996; и патентах США № 5,591,639, 

5,589,466, и 5,580,859, а также WO 90/11092, WO 93/19183, WO 94/21797, WO 95/11307, WO 95/20660; 

публикациях Tang et al., Nature, и Furth et al., Analytical Biochemistry, касающихся векторов экспрессии 

ДНК, и др. См. также публикации WO 98/33510; Ju et al., Diabetologia, 41:736-739, 1998 (лентивирусная 

экспрессирующая система); Sanford et al., патент США № 4,945,050; Fischbachet al. (Intracel);  

WO 90/01543; Robinson et al., Seminars in Immunology vol. 9, p. 271-283 (1997), (системы ДНК-векторов); 

Szoka et al., патент США № 4,394,448 (способ вставки ДНК в живые клетки); McCormick et al., патент 

США № 5,677,178 (применение цитопатических вирусов) и патент США № 5,928,913 (векторы для дос-

тавки генов); а также других упомянутых авторами документах. 

Предпочтительными клетками являются восприимчивые к инфицированию соответствующим ре-

комбинантным вирусным вектором, которые содержат ДНК рекомбинантного белка и экспрессируют 

рекомбинантный белок. Предпочтительно клетки являются клетками насекомых, более предпочтительно 

к ним относятся клетки насекомых, продаваемые под торговой маркой SF+ (Protein Sciences Corporation, 

Meriden, CT). Предпочтительно клеточные культуры имеют число клеток приблизительно  

0,3-2,0×10
6
 клеток/мл, более предпочтительно приблизительно 0,35-1,9×10

6
 клеток/мл, еще более пред-

почтительно приблизительно 0,4-1,8×10
6
 клеток/мл, еще более предпочтительно приблизительно 0,45-

1,7×10
6
 клеток/мл и наиболее предпочтительно приблизительно 0,5-1,5×10

6
 клеток/мл. 

Предпочтительные вирусные векторы включают бакуловирус, например BaculoGold (BD  

Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), в частности, при условии, что продуцирующие клетки являются 

клетками насекомых. Хотя предпочтение отдается бакуловирусной системе экспрессии, специалистам в 

данной области станет понятно, что другие системы экспрессии, включая вышеописанные, также могут 

применяться в соответствии с целями настоящего изобретения, то есть, для экспрессии рекомбинантного 

белка. 

Соответствующие среды для роста также могут определяться специалистами в данной области, 

причем предпочтительными средами для роста являются бессывороточные среды для клеток насекомых, 

такие как Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS) и т.п. 

Рекомбинантный вирусный вектор, содержащий последовательности ДНК рекомбинантного белка, 

предпочтительно имеет множественность заражения (MOI) приблизительно 0,03-1,5, более предпочти-

тельно приблизительно 0,05-1,3, еще более предпочтительно приблизительно 0,09-1,1 и наиболее пред-

почтительно приблизительно 0,1-1,0, при использовании для инфицирования восприимчивых клеток. 

Предпочтительно вышеупомянутые показатели MOI касаются 1 мл жидкости для культивирования кле-

ток. Предпочтительно описываемый авторами способ включает инфекцию 0,35-1,9×10
6
 клеток/мл, еще 

более предпочтительно приблизительно 0,4-1,8×10
6 

клеток/мл, еще более предпочтительно приблизи-

тельно 0,45-1,7×10
6 

клеток/мл и наиболее предпочтительно приблизительно 0,5-1,5×10
6 

клеток/мл, ре-

комбинантным вирусным вектором, содержащим ДНК рекомбинантного белка и экспрессирующим ре-

комбинантный белок, имеющий MOI (множественность заражения) приблизительно 0,03-1,5, более 

предпочтительно приблизительно 0,05-1,3, еще более предпочтительно приблизительно 0,09-1,1 и наибо-
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лее предпочтительно приблизительно 0,1-1,0. 

Часть первой жидкости может быть удалена из комбинированной смеси с этапа (III), содержащей 

рекомбинантный белок, на этапе фильтрации с применением фильтра. Однако может применяться любой 

другой способ, известный специалистам в данной области, для удаления части любой жидкости, включая 

первую и, в соответствующих случаях, часть второй жидкости, из комбинированной смеси с этапа (III). 

Такой способ, например, включает, помимо прочего, центрифугирование и/или хроматографию. Однако 

фильтрация является наиболее предпочтительной. Предпочтительный способ фильтрации для удаления 

вышеупомянутой части первой жидкости или любой другой жидкости, в соответствующих случаях, 

включает ультра- и/или диафильтрацию. Ультра- и диафильтрация являются стандартными способами, 

известными специалистам в данной области, подробно описываемыми, например, в публикации Protein 

Purification Methods - A Practical Approach - editors: E.L. V. Harris and S. Angel, Oxford University Press 

1995 (содержание и идеи которой включены в данное описание путем ссылки). В частности, в главе 3 

этого пособия описывается несколько способов и типов оборудования, которые могут применяться  

специалистами в данной области, в качестве примеров применения в соответствии с настоящим изобре-

тением. 

"Инактивирующий агент" с точки зрения настоящего изобретения касается любого агента, который 

может применяться согласно любому традиционному способу инактивации. Инактивация может выпол-

няться с применением способов химической и/или физической обработки, которые известны специали-

стам в данной области. Предпочтительные способы инактивации включают добавление циклизированно-

го бинарного этиленамина (BEI), включающее добавление раствора 2-бромоэтиленамингидробромида 

(ВЕА), который был циклизирован до бинарного этиленамина (BEI). Предпочтительные дополнительные 

средства химической инактивации включают, помимо прочих, Triton Х-100, дезоксихолат натрия, бро-

мид цетилтриметиламмония, β-пропиолактон, тимеросал, фенол и формальдегид (формалин). 

"Нейтрализирующий агент" с точки зрения настоящего изобретения означает любой агент, способ-

ный нейтрализовать описываемые авторами инактивирующие агенты таким образом, чтобы инактиви-

рующий агент терял способность к инактивации вектора. Агентом, нейтрализующим инактивирующий 

агент, предпочтительно является тиосульфат натрия, бисульфат натрия и т.п. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

причем смеси с этапа (I) получают с применением процедуры, включающей этапы: 

(а) инфицирование восприимчивых клеток в культуре вектором, включающим нуклеиновокислот-

ную последовательность, кодирующую вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или четвертичные 

структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, причем вышеупомяну-

тый рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, экспрессируются вышеупомянутым вектором; 

(б) последующее извлечение рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, из клеточной культуры, причем клеточный дебрис 

предпочтительно отделяют от рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из мно-

жества вышеупомянутых рекомбинантных белков через этап отделения, предпочтительно включающий 

микрофильтрацию по меньшей мере через один фильтр, более предпочтительно два фильтра, причем по 

меньшей мере один фильтр предпочтительно имеет размер пор, больший, чем рекомбинантный белок 

и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, в 

частности имеет размер пор от приблизительно 0,1 до приблизительно 4 мкм. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому клеточную культура на этапе (а) поддерживают при 27±2°С, предпочтительно во вре-

мя экспрессии рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из множества вышеупо-

мянутых рекомбинантных белков, вышеупомянутым вектором, и/или извлечение на этапе (б) происходит 

через 6-8 дней, предпочтительно 8 дней после инокуляции клеток вектором. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

в котором этап отделения включает или состоит из: 

микрофильтрации по меньшей мере через один фильтр, имеющий размер пор от приблизительно  

2 до приблизительно 4 мкм, и/или 

микрофильтрации по меньшей мере через один фильтр, имеющий размер пор от приблизительно 

0,1 до приблизительно 0,8 мкм. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вышеупомянутая первая жидкость включает часть среды для культивирования клеток 

или состоит из среды для культивирования клеток и среда для культивирования клеток предпочтительно 

является средой для культивирования клеток насекомых. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вышеупомянутый рекомбинантный белок выбирают из группы, к которой относятся: 

белок PPV VP2, предпочтительно включающий или состоящий из последовательности, которая 

имеет по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%,  
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по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с по-

следовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NOS: 5-16. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вышеупомянутые четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомяну-

тых рекомбинантных белков являются вирусоподобными частицами, или вышеупомянутые четвертич-

ные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, являются гомотри-

мерами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вектор является рекомбинантным вирусом, предпочтительно бакуловирусом, и/или 

нуклеиновокислотная последовательность является последовательностью ДНК. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вектор, включающий нуклеиновую кислоту, кодирующую вышеупомянутый реком-

бинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомби-

нантных белков, является рекомбинантным бакуловирусом, причем вышеупомянутый бакуловирус 

включает последовательность ДНК, кодирующую вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или чет-

вертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому на этапе (III) вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или вышеупомянутые чет-

вертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, промывают, 

используя по меньшей мере 2х, предпочтительно от 2х до 3х, второй жидкости, и, необязательно, дово-

дят до конечной концентрации по сравнению с первоначальным объемом вышеупомянутого рекомби-

нантного белка и/или вышеупомянутых четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомяну-

тых рекомбинантных белков в смеси с этапа (I). Более предпочтительно на этапе (III) такой(ие) этап(ы) 

промывания, т.е. процесс диафильтрации, выполняют при температуре ниже 37°С, более предпочтитель-

но при температуре ниже 30°С, еще более предпочтительно при температуре ниже 20°С, еще более 

предпочтительно при температуре ниже 10°С, например, при температуре от 4 до 29°С, например, 27 или 

4°С. Таким образом, степень осаждения (агрегации) значительно снижается. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому на этапе (III) часть первой и/или второй жидкости удаляют из смеси путем фильтра-

ции, причем предпочтительно применяют фильтр или полый фильтр, включающий полупроницаемую 

мембрану, имеющую средний размер пор, меньший, чем вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или 

вышеупомянутые четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных 

белков, и/или препятствующий прохождению большинства, предпочтительно практически всех белков 

размером от 20 до 500 кДа, сквозь полупроницаемую мембрану. 

Фильтр может быть любым традиционным фильтром, применяемым в данной области. Предпочти-

тельно вышеупомянутый фильтр включает полупроницаемую мембрану. В другой предпочтительной 

форме вышеупомянутая полупроницаемая мембрана имеет средний размер пор, меньший, чем рекомби-

нантный белок, что препятствует прохождению по меньшей мере 90% вышеупомянутого рекомбинант-

ного белка сквозь поры вышеупомянутой полупроницаемой мембраны и позволяет удерживать рекомби-

нантный белок при помощи фильтра. 

В еще одном аспекте вышеупомянутый фильтр имеет средний размер пор, препятствующий прохо-

ждению по меньшей мере 90% белков размером от 20 до 500 кДа, более предпочтительно вышеупомяну-

тый фильтр имеет средний размер пор, препятствующий прохождению по меньшей мере 90% белков 

размером от 50 до 400 кДа, и наиболее предпочтительно вышеупомянутый фильтр имеет средний размер 

пор, препятствующий прохождению по меньшей мере 90% белков размером от 75 до 300 кДа. Этот раз-

мер пор предпочтителен, когда рекомбинантный белок производится как цельный вирус или вирусопо-

добные частицы. В еще одном аспекте вышеупомянутая полупроницаемая мембрана включает материал, 

выбранный из группы, к которой относятся полисульфон, полиэфирсульфон и регенерированная целлю-

лоза. Однако может применяться и любой другой материал, позволяющий удалять часть первой жидко-

сти и, в случае многоэтапного процесса, удалять смесь первой и второй жидкости из рекомбинантного 

белка. Вышеупомянутый фильтр может быть выбран из группы, к которой относятся картридж для ульт-

рафильтрации с половолоконной мембраной, плоские листы или кассета, причем особенно предпочтите-

лен картридж для ультрафильтрации с половолоконной мембраной. 

Предпочтительно второй жидкостью, используемой согласно любому из описанных способов, явля-

ется буфер, предпочтительно физиологически приемлемый буфер, причем особенно предпочтителен со-

левой раствор. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 
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согласно которому вторая жидкость является буферным раствором, предпочтительно промывочным 

фосфатно-буферным солевым раствором (WPBS). 

Этап концентрирования и этап добавления жидкости согласно способу, как описывается авторами, 

выполняют по сути одновременно или, в альтернативном варианте, этап концентрирования и этап добав-

ления жидкости выполняют последовательно. 

Если этап концентрирования и этап добавления жидкости выполняют последовательно, порядок 

этапов не имеет значения. Например, в еще одном аспекте этап добавления жидкости выполняют перед 

вышеупомянутым этапом концентрирования, а в альтернативном аспекте этап концентрирования выпол-

няют перед вышеупомянутым этапом добавления жидкости. Этап добавления жидкости и этап концен-

трирования, независимо от порядка, в котором их выполняют, могут выполняться многократно, напри-

мер, каждый из этих соответствующих этапов может выполняться по меньшей мере два, по меньшей ме-

ре три, по меньшей мере четыре, по меньшей мере пять, по меньшей мере 10, и столько раз, сколько не-

обходимо. В одном аспекте этап концентрирования и этап добавления жидкости выполняют по меньшей 

мере дважды. В другом аспекте и этап концентрирования, и этап добавления жидкости выполняют по 

меньшей мере трижды. 

Этап концентрирования согласно предлагаемым авторами способам выполняют таким образом, 

чтобы рекомбинантный белок концентрировался от 3Х до 50Х по сравнению с объемом вышеупомяну-

той первой жидкости. Более предпочтительно вышеупомянутый этап концентрирования выполняют та-

ким образом, чтобы рекомбинантный белок концентрировался от 4Х до 20Х по сравнению с объемом 

вышеупомянутой первой жидкости. Наиболее предпочтительно вышеупомянутый этап концентрирова-

ния выполняют таким образом, чтобы рекомбинантный белок концентрировался от 7Х до 10Х по срав-

нению с объемом первой жидкости. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому объем второй жидкости, добавляемый на этапе (II), приблизительно равен объему 

первой и/или второй жидкости, удаляемому на этапе (III). Другими словами, этап концентрирования не 

выполняется и/или не требуется. 

В случае, если вирусные векторы, такие как рекомбинантный поксвирус, аденовирус или бакулови-

рус, применяют для получения рекомбинантного белка, рекомендуется инактивировать вирусную нук-

леиновую кислоту путем соответствующей инактивационной обработки. Такая инактивация может про-

изводиться в любое время во время очистки рекомбинантного белка. Таким образом, инактивация может 

производиться сразу после сбора жидкости с клеточной культурой, содержащей рекомбинантный белок, 

или после микрофильтрации рекомбинантного белка, если производится микрофильтрация, до или после 

этапа очистки, например, до или после гель-фильтрации и до или после анионообменной хроматографии, 

если она производится. 

С точки зрения настоящего изобретения может применяться любой традиционный способ инакти-

вации. Таким образом, инактивация может выполняться путем химической и/или физической обработки. 

В предпочтительных формах определяют объем собранных жидкостей и температуру доводят приблизи-

тельно до 32-42°С, более предпочтительно приблизительно 34-40°С и наиболее предпочтительно при-

близительно 35-39°С. Предпочтительные способы инактивации включают добавление циклизированного 

бинарного этиленамина (BEI), предпочтительно в концентрации от приблизительно 1 до приблизительно 

20 мМ, предпочтительно от приблизительно 2 до приблизительно 10 мМ, еще более предпочтительно от 

приблизительно 2 до приблизительно 8 мМ, еще более предпочтительно от приблизительно 3 до прибли-

зительно 7 мМ, наиболее предпочтительно от приблизительно 5 мМ. Например, инактивация включает 

добавление раствора 2-бромоэтиленамингидробромида (ВЕА), предпочтительно приблизительно 0,4 М, 

который был циклизирован до 0,2 М бинарного этиленамина (BEI) в 0,3н. NaOH, к жидкостям для дос-

тижения конечной концентрации приблизительно 5 мМ BEL Предпочтительно жидкости затем непре-

рывно перемешивают в течение 2-96 ч и инактивированные собранные жидкости хранят замороженными 

при температуре -40°С или ниже или приблизительно 1-7°С. После завершения инактивации добавляют 

раствор тиосульфата натрия, предпочтительно при 1,0 М, для нейтрализации любого остаточного BEI 

Предпочтительно тиосульфат натрия добавляют в эквивалентном количестве по отношению к BEI, до-

бавляемому перед инактивацией. Например, в случае добавления BEI до конечной концентрации 5 мМ 

добавляют 1,0 М раствора тиосульфата натрия для достижения конечной минимальной концентрации  

5 мМ для нейтрализации любого остаточного BEL 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому инактивирующий агент является соединением азиридина, предпочтительно бинарным 

этиленамином (BEI), и/или инактивирующий агент добавляют в молярном избытке по отношению к  

вектору. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому нейтрализирующим агентом является тиосульфат натрия, и/или нейтрализирующий 

агент добавляют в молярном избытке по отношению к инактивирующему агенту. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 
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согласно которому вышеупомянутый способ также включает этап смешивания смеси, оставшейся после 

этапа (v), с другим компонентом, выбранным из группы, к которой относятся фармацевтически прием-

лемые носители, адъюванты, разбавители, инертные наполнители и их комбинации. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому вируцидную активность смеси, полученной в результате выполнения вышеупомяну-

того способа, снижают по меньшей мере на 10% по сравнению со смесью, к которой был применен вы-

шеупомянутый способ, и/или иммуногенная композиция, полученная вышеупомянутым способом, вызы-

вает потерю менее чем 1 log TCID50 на 1 мл живого вируса, когда живой вирус смешивают с иммуноген-

ной композицией в течение 2 ч или более. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому живой вирус является вирусом свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому способ также включает этап (vi) сбора рекомбинантного белка и/или четвертичных 

структур, состоящих из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, оставшихся после  

этапа (v), в частности, также включающего этап очистки собранного материала, включающего рекомби-

нантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинант-

ных белков, с применением хроматографической процедуры, предпочтительно эксклюзионной хромато-

графии. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому способ также включает этап комбинирования собранного (очищенного) рекомби-

нантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомянутых рекомбинант-

ных белков, по меньшей мере с одним дополнительным антигеном. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается способа, как описывается и заявляется авторами, 

согласно которому по меньшей мере один дополнительный антиген является вирусом свиного репродук-

тивного и респираторного синдрома (PRRS). 

В еще одном аспекте способ также включает этап сбора рекомбинантного белка, полученного после 

удаления по меньшей мере части вышеупомянутой первой жидкости из вышеупомянутого рекомбинант-

ного белка. 

В контексте данного описания термины "сбор" или "собирать" касаются сбора или извлечения ре-

комбинантного белка. Для извлечения рекомбинантного белка может применяться любой традиционный 

способ, известный специалистам в данной области, либо при получении рекомбинантного белка для 

применения в связи со способами и композициями в соответствии с настоящим изобретением, либо при 

применении к рекомбинантному белку описанных авторами способов. Согласно особенно предпочти-

тельному способу сбора, часть вышеупомянутой первой жидкости удаляют из вышеупомянутого реком-

бинантного белка через этап фильтрации и рекомбинантный белок извлекают или собирают из осадка на 

фильтре. В более предпочтительной форме рекомбинантный белок собирают или извлекают из осадка на 

полупроницаемой мембране, имеющей описанный авторами размер пор. 

Рекомбинантный белок, остающийся после применения к нему предлагаемых авторами способов, 

предпочтительно после сбора с осадка на фильтре, смешивают с другим компонентом, выбранным из 

группы, к которой относятся фармацевтически приемлемые носители, адъюванты, разбавители, инерт-

ные наполнители и их комбинации. Предпочтительно вышеупомянутый другой компонент является 

адъювантом, еще более предпочтительно вышеупомянутый адъювант является полимером акриловой 

или метакриловой кислоты и еще более предпочтительно вышеупомянутый адъювант является  

карбомером. 

В еще одном аспекте вышеописанный способ также включает этап смешивания рекомбинантного 

белка, полученного после этапов инактивации и нейтрализации другим компонентом, выбранным из 

группы, к которой относятся фармацевтически приемлемые носители, адъюванты, разбавители, инерт-

ные наполнители и их комбинации. Перед смешиванием очищенного рекомбинантного белка с адъюван-

том, также рекомендуется диализировать очищенный рекомбинантный белок на фосфатно-буферном 

солевом растворе, рН 7,4, или любом другом физиологическом буфере. 

В контексте данного описания "фармацевтически приемлемый носитель" и "приемлемый с ветери-

нарной точки зрения носитель" включает любые и все растворители, диспергаторы, покрытия, стабили-

заторы, разбавители, консерванты, противомикробные и противогрибковые средства, изотонические 

агенты, замедляющие адсорбцию агенты и т.п. 

"Адъюванты" в контексте данного описания могут включать гидроксид алюминия и фосфат алю-

миния, сапонины, например, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica 

Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), эмульсию типа вода в масле, эмульсию типа масло в воде, эмуль-

сию типа вода в масле в воде. Эмульсия, в частности, может быть на основе легкого жидкого вазелино-

вого масла (согласно требованиям Европейской фармакопеи); изопреноидного масла, такого как сквалан 

или сквален; масла, получаемого в результате олигомеризации алкенов, в частности изобутена или деце-

на; сложных эфиров кислот или спиртов, которые содержат линейную алкильную группу, более кон-
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кретно - растительных масел, этилолеата, пропиленгликольди-(каприлата/капрата), глицерилтри-

(каприлата/капрата) или пропиленгликольдиолеата; сложные сложных эфиров разветвленных жирных 

кислот или спиртов, в частности, сложных эфиров изостеариновой кислоты. Масло применяют в комби-

нации с эмульгаторами для образования эмульсии. Эмульгаторами предпочтительно являются неионные 

поверхностно-активные вещества, в частности сложные эфиры сорбита, маннида (например, ангидро-

маннитолеат), гликоля, полиглицерина, пропиленгликоля и олеиновой, изостеариновой, рицинолеиновой 

или гидроксистеариновой кислоты, которые необязательно являются этоксилированными, и блоксопо-

лимеры полиоксипропилена-полиоксиэтилена, в частности продукты типа Pluronic, прежде всего L121. 

См. Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D.E.S.). John Wiley and 

Sons, NY, p. 51-94 (1995) и Todd et al., Vaccine, 15:564-570 (1997). Например, существует возможность 

использования эмульсии SPT, описанной на с. 147 публикации "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant 

Approach" под редакцией M. Powell и М. Newman, Plenum Press, 1995, и эмульсия MF59, описанная на  

с. 183 той же книги. Другие подходящие адъюванты включают, помимо прочих, адъювантную систему 

RIBI (Ribi Inc.), блок-сополимер (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), монофосфорил-

липид А адъювант авридин липид-амин, термолабильный энтеротоксин из Е. coli (рекомбинантный или 

иной), холерный токсин, IMS 1314 или мурамилдипептид и многие другие. Среди сополимеров малеино-

вого ангидрида и алкенильной производной включаются сополимеры EMA (Monsanto), которые пред-

ставляют собой сополимеры малеинового ангидрида и этилена. Растворение этих полимеров в воде ведет 

к образованию раствора кислоты, подлежащего нейтрализации, предпочтительно до физиологического 

уровня рН, с целью получения раствора адъюванта, в которую включают саму иммуногенную, иммуно-

логическую или вакцинную композицию. 

Еще одним примером адъюванта может быть соединение, выбранное из полимеров акриловой или 

метакриловой кислоты и сополимеров малеинового ангидрида и алкенильной производной. Оптималь-

ными адъювантными соединениями являются полимеры акриловой или метакриловой кислоты, сшитые, 

в частности, с полиалкенильными сложными эфирами сахаров или многоатомных спиртов. Эти соедине-

ния известны как карбомеры (Phameuropa, Vol. 8, No. 2, June 1996). Специалисты в данной области также 

могут обратиться к патенту США № 2,909,462, в котором описываются такие акриловые полимеры, сши-

тые с полигидроксилированным соединением, имеющим по меньшей мере три гидроксильные группы, 

предпочтительно не более 8, причем атомы водорода по меньшей мере трех гидроксилов заменены на 

ненасыщенные алифатические радикалы, имеющие по меньшей мере два атома углерода. Предпочти-

тельными радикалами являются те, которые содержат от 2 до 4 атомов углерода, например винилы, ал-

лилы и другие этиленненасыщенные группы. Ненасыщенные радикалы сами могут содержать другие 

заместители, такие как метил. Особенно подходящими являются продукты, продаваемые под названием 

Carbopol; (BF Goodrich, Огайо, США). Они сшиты с аллилсахарозой или с аллилпентаэритритом. Среди 

них можно упомянуть Carbopol 974P, 934Р и 971Р. Наиболее предпочтительным является использование 

Carbopol 971P. 

"Разбавители" могут включать воду, солевой раствор, декстрозу, этанол, глицерин и т.п. Изотони-

ческие агенты могут включать, помимо прочих, хлорид натрия, декстрозу, маннит, сорбит и лактозу. 

Стабилизаторы включают, помимо прочих, альбумин и соли щелочных металлов с этилендиаминтетра-

уксусной кислотой. 

"Консервант" в контексте данного описания касается агента антимикробиологического действия, 

такого как, например, гентамицин, мертиолат и т.п. В частности, добавление консерванта является наи-

более предпочтительным для приготовления многодозовой композиции. Агенты антимикробиологиче-

ского действия добавляют в концентрациях, эффективных для предотвращения микробиологического 

загрязнения исследуемой композиции или для подавления любого микробиологического роста в преде-

лах исследуемой композиции. 

Дальнейшая очистка рекомбинантного белка может достигаться с применением процедур хромато-

графии, предпочтительно двухэтапной процедуры хроматографии. Если рекомбинантный белок собира-

ют в вирусоподобные частицы (VLP), один этап, предпочтительно первый этап, предпочтительно пред-

ставляет собой эксклюзионную (гель-фильтрационную) хроматографию, которая может осуществляться, 

например, с использованием матрицы Sephacryl S300. В лабораторном масштабе предпочтение отдается 

применению колонок HiPrep 26/60 Sephacryl S300HR. Однако могут применяться и другие матрицы для 

эксклюзионной хроматографии, известные специалистам в данной области, обеспечивающие возмож-

ность отделения VLP рекомбинантного белка от фильтрата или супернатанта культуры. Подходящие 

матрицы описываются, например, в публикации E.L.V. Harris and S. Angel (eds.), Protein purification  

methods - a practical approach, IRL Press Oxford 1995). Гель-фильтрационную хроматографию выполняют, 

например, путем загрузки колонки необработанной композицией, включающей рекомбинантный белок, 

со скоростью потока 1,0 мл/мин и элюирования колонки с 1,5-кратным объемом колонки буфера, вклю-

чающего 20 мМ Tris, pH 6,5, 5 мМ DTT. Однако рекомбинантный белок также может быть очищен с 

применением аффинной хроматографии, например, путем выборочного связывания со специфичным к 

иммобилизованному рекомбинантному белку антителом или с применением любого другого способа, 

известного специалистам в данной области. 
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Для достижения более высокой степени очистки осуществляют второй этап хроматографии, кото-

рый отличается от первого. Например, если первый этап очистки/хроматографии представляет собой 

эксклюзионную (гель-фильтрационную) хроматографию, то второй должен отличаться от него и пред-

ставлять собой, например, аффинную хроматографию, ионообменную хроматографию и т.п. В предпоч-

тительном варианте, если первый этап очистки рекомбинантного белка представляет собой эксклюзион-

ную (гель-фильтрационную) хроматографию, то второй этап может представлять собой ионообменную 

хроматографию, предпочтительно анионообменную хроматографию (AIEX). Предпочтительной матри-

цей для анионообменной хроматографии для очистки рекомбинантного белка является Q-сефароза. В 

малом масштабе, приблизительно 50 мл, наибольшее предпочтение отдают применению 5 мл колонок 

HiTrap Q Sepharose HP. 

Данное изобретение не только обеспечивает способы получения содержащей рекомбинантный бе-

лок иммуногенной композиции, но и касается содержащей рекомбинантный белок иммуногенной компо-

зиции. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, получаемой с при-

менением способа, как описывается и заявляется авторами. 

В еще одном аспекте вируцидная активность содержащей рекомбинантный белок иммуногенной 

композиции, получаемой предлагаемыми авторами способами, снижается по меньшей мере на 10% по 

сравнению с содержащей рекомбинантный белок иммуногенной композицией, к которой не был приме-

нен вышеупомянутый способ получения. Более предпочтительно вируцидная активность содержащей 

рекомбинантный белок иммуногенной композиции снижается по меньшей мере на 50% по сравнению с 

содержащей рекомбинантный белок иммуногенной композицией, к которой не был применен вышеупо-

мянутый способ получения. Еще более предпочтительно вируцидная активность содержащей рекомби-

нантный белок иммуногенной композиции снижается по меньшей мере на 70% по сравнению с содер-

жащей рекомбинантный белок иммуногенной композицией, к которой не был применен вышеупомяну-

тый способ получения. Еще более предпочтительно вируцидная активность содержащей рекомбинант-

ный белок иммуногенной композиции снижается по меньшей мере на 90% по сравнению с содержащей 

рекомбинантный белок иммуногенной композицией, к которой не был применен вышеупомянутый спо-

соб получения. 

С точки зрения настоящего изобретения термин "вируцидная активность" означает, что жидкость, 

текучая среда, раствор, композиция и т.п. в определенной степени инактивирует или убивает живые ви-

русы или живые бактерии при смешивании вышеупомянутой жидкости, текучей среды, раствора, компо-

зиции и т. п. с такими живыми вирусами или живыми бактериями. Таким образом, снижение вируцидной 

активности жидкости, текучей среды, раствора, композиции и т. п. по меньшей мере на 10% означает, 

что коэффициент выживаемости живых вирусов или живых бактерий на 90% выше в жидкости, текучей 

среде, растворе, композиции и т.п., к которой был применен любой из описанных авторами способов 

получения, по сравнению с жидкостью, текучей средой, раствором, композицией и т.п., к которой не был 

применен ни один из способов получения. 

Иммуногенная композиция рекомбинантного белка, получаемая описываемым авторами способом, 

вызывает потерю менее чем 1 log TCID50 живого вируса или менее чем 1 log CFU на 1 мл живой бакте-

рии, при смешивании живого вируса или живой бактерии с иммуногенной композицией рекомбинантно-

го белка и инкубации в течение 2 ч или более, предпочтительно в течение более 4 ч, еще более  

предпочтительно в течение более 12 ч, еще более предпочтительно в течение более 24 ч, еще более  

предпочтительно в течение более 2 дней, еще более предпочтительно в течение более 4 дней, еще более 

предпочтительно в течение более 7 дней, еще более предпочтительно в течение более 2 недель, еще бо-

лее предпочтительно в течение более 4 недель, еще более предпочтительно в течение более 2 месяцев, 

еще более предпочтительно в течение более 3 месяцев, еще более предпочтительно в течение более  

4 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 6 месяцев, еще более предпочтительно в течение 

более 9 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 12 месяцев, еще более предпочтительно в 

течение более 18 месяцев, наиболее предпочтительно в течение более 2 лет. 

Более предпочтительно иммуногенная композиция рекомбинантного белка, полученная описывае-

мым авторами способом, вызывает потерю менее чем 0,9 log TCID50 на 1 мл живого вируса или менее 

чем 0,9 log CFU на 1 мл живой бактерии при смешивании и инкубации живого вируса или живой бакте-

рии с иммуногенной композицией рекомбинантного белка в течение 2 ч или более, предпочтительно  

в течение более 4 ч, еще более предпочтительно в течение более 12 ч, еще более предпочтительно  

в течение более 24 ч, еще более предпочтительно в течение более 2 дней, еще более предпочтительно  

в течение более 4 дней, еще более предпочтительно в течение более 7 дней, еще более предпочтительно  

в течение более 2 недель, еще более предпочтительно в течение более 4 недель, еще более предпочти-

тельно в течение более 2 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 3 месяцев, еще более 

предпочтительно в течение более 4 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 6 месяцев, еще 

более предпочтительно в течение более 9 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 12 меся-

цев, еще более предпочтительно в течение более 18 месяцев, наиболее предпочтительно в течение более 

2 лет. В еще более предпочтительном варианте иммуногенная композиция рекомбинантного белка, по-
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лученная описываемым авторами способом, вызывает потерю менее чем 0,7 log TCID50 на 1 мл живого 

вируса или менее чем 0,7 log CFU на 1 мл живой бактерии при смешивании и инкубации живого вируса 

или живой бактерии с иммуногенной композицией рекомбинантного белка в течение 2 ч или более, 

предпочтительно в течение более 4 ч, еще более предпочтительно в течение более 12 ч, еще более  

предпочтительно в течение более 24 ч, еще более предпочтительно в течение более 2 дней, еще более 

предпочтительно в течение более 4 дней, еще более предпочтительно в течение более 7 дней, еще более 

предпочтительно в течение более 2 недель, еще более предпочтительно в течение более 4 недель, еще 

более предпочтительно в течение более 2 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 3 меся-

цев, еще более предпочтительно в течение более 4 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 

6 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 9 месяцев, еще более предпочтительно в течение 

более 12 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 18 месяцев, наиболее предпочтительно в 

течение более 2 лет. 

В еще более предпочтительном варианте иммуногенная композиция рекомбинантного белка, полу-

ченная путем выполнения этапов описываемого авторами способа вызывает потерю менее чем 0,5 log 

TCID50 на 1 мл живого вируса или менее чем 0,5 log CFU на 1 мл живой бактерии при смешивании и ин-

кубации живого вируса или живой бактерии с иммуногенной композицией рекомбинантного белка  

в течение 2 ч или более, предпочтительно в течение более 4 ч, еще более предпочтительно  

в течение более 12 ч, еще более предпочтительно в течение более 24 ч, еще более предпочтительно  

в течение более 2 дней, еще более предпочтительно в течение более 4 дней, еще более предпочтительно  

в течение более 7 дней, еще более предпочтительно в течение более 2 недель, еще более предпочтитель-

но в течение более 4 недель, еще более предпочтительно в течение более 2 месяцев, еще более предпоч-

тительно в течение более 3 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 4 месяцев, еще более 

предпочтительно в течение более 6 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 9 месяцев, еще 

более предпочтительно в течение более 12 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 18 меся-

цев, наиболее предпочтительно в течение более 2 лет. 

В еще более предпочтительном варианте иммуногенная композиция рекомбинантного белка, полу-

ченная описываемым авторами способом, вызывает потерю менее чем 0,3 log TCID50 на 1 мл живого ви-

руса или менее чем 0,3 log CFU на 1 мл живой бактерии при смешивании и инкубации живого вируса 

или живой бактерии с иммуногенной композицией рекомбинантного белка в течение 2 ч или более, 

предпочтительно в течение более 4 ч, еще более предпочтительно в течение более 12 ч, еще более  

предпочтительно в течение более 24 ч, еще более предпочтительно в течение более 2 дней, еще более 

предпочтительно в течение более 4 дней, еще более предпочтительно в течение более 7 дней, еще более 

предпочтительно в течение более 2 недель, еще более предпочтительно в течение более 4 недель, еще 

более предпочтительно в течение более 2 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 3 меся-

цев, еще более предпочтительно в течение более 4 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 

6 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 9 месяцев, еще более предпочтительно в течение 

более 12 месяцев, еще более предпочтительно в течение более 18 месяцев, наиболее предпочтительно в 

течение более 2 лет. Показатель TCID50 на 1 мл оценивают с применением стандартного in vitro анализа с 

титрованием, позволяющего оценивать количество живого вируса. Показатель CFU на 1 мл также опре-

деляют с применением стандартного in vitro анализа с титрованием, позволяющего оценивать количество 

живой бактерии. Термин "на мл" предпочтительно относится к количеству на 1 мл текучей среды. Такой 

очищенный рекомбинантный белок не только демонстрирует сниженную вируцидную активность, как 

определяется авторами, но и демонстрирует повышенную иммуногенность по сравнению с неочищен-

ным рекомбинантным белком, как определяется авторами, причем предпочтительно такой рекомбинант-

ный белок повышает клеточный и/или антителоопосредованный иммунный ответ по меньшей мере на 

10%, предпочтительно по меньшей мере на 20%, более предпочтительно по меньшей мере на 30%, еще 

более предпочтительно по меньшей мере на 40%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 50%, 

еще более предпочтительно по меньшей мере на 75%, наиболее предпочтительно по меньшей мере на 

100% по сравнению с клеточным и/или антителоопосредованным иммунным ответом, вызываемым кон-

трольной иммуногенной композицией, включающей неочищенный рекомбинантный белок. 

Иммуногенные композиции, включающие очищенный рекомбинантный белок, предпочтительно 

получаемые с применением описанных авторами способов, характеризуются повышенной иммуногенно-

стью по сравнению с иммуногенной композицией, не включающей такой очищенный рекомбинантный 

белок. 

Кроме того, термины "повышенная иммуногенность" или "улучшенная иммуногенность" в контек-

сте данного описания означают, что иммунный ответ, вызываемый иммуногенной композицией, вклю-

чающей исследуемый антиген, является повышенным по сравнению с контрольной иммуногенной ком-

позицией, включающей другой антиген или антиген другой степени чистоты, является ли этот иммунный 

ответ клеточноопосредованным или антителоопосредованным иммунным ответом. В соответствии с 

предпочтительным вариантом осуществления термины "повышенная иммуногенность" или "улучшенная 

иммуногенность" означают, что антителоопосредованный иммунный ответ, вызываемый иммуногенной 

композицией, включающей исследуемый антиген, повышается по сравнению с контрольной иммуноген-
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ной композицией, включающей другой антиген или антиген другой степени чистоты. В этом отношении 

антителоопосредованный иммунный ответ означает, что выработка антител, которые специфичны к ис-

следуемому антигену, повышается по сравнению с выработкой антитела, вызываемой контрольной им-

муногенной композицией, включающей другой антиген или антиген другой степени чистоты. 

Термин "повышенный" означает, что клеточный и/или антителоопосредованный иммунный ответ 

повышается по меньшей мере на 10%, предпочтительно по меньшей мере на 20%, более предпочтитель-

но по меньшей мере на 30%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 40%, еще более предпочти-

тельно по меньшей мере на 50%, еще более предпочтительно по меньшей мере на 75%, наиболее пред-

почтительно по меньшей мере на 100% по сравнению с клеточным и/или антителоопосредованным им-

мунным ответом, вызываемым контрольной иммуногенной композицией, включающей рекомбинантный 

белок или рекомбинантный белок другой степени чистоты. 

Специалистам в данной области хорошо известны способы измерения клеточного и/или антитело-

опосредованного иммунного ответа. В частности, специалистам в данной области известно, что можно 

сравнивать клеточноопосредованный иммунный ответ исследуемой иммуногенной композиции с кле-

точноопосредованным иммунным ответом контрольной композиции или антителоопосредованный им-

мунный ответ исследуемой иммуногенной композиции с ответом контрольной композиции, но нельзя 

сравнивать клеточноопосредованный иммунный ответ исследуемой иммуногенной композиции с анти-

телоопосредованным иммунным ответом контрольной композиции, или наоборот. Более того, клеточно-

опосредованный иммунный ответ может быть измерен, например, путем измерения активации цитоток-

сических Т-клеток исследуемой иммуногенной композицией/антигеном. Антителоопосредованный им-

мунный ответ может быть измерен, например, путем измерения количества специфичных к антигену 

антител, выработанных вследствие введения животному иммуногенной композиции, включающей такой 

антиген. Клеточный и/или антителоопосредованный иммунный ответ может быть измерен, например, с 

использованием мышиной модели. В соответствии с настоящим изобретением мышиную модель исполь-

зуют в качестве контрольного способа. 

Термин "иммуногенная композиция" означает, помимо прочего, композицию материала, включаю-

щего по меньшей мере один антиген, который вызывает клеточный и/или антителоопосредованный им-

мунный ответ у хозяина против исследуемого антигена. Как правило, "иммунный ответ" включает, по-

мимо прочего, один или несколько из следующих эффектов: выработки или активации антител, В-

клеток, хелперных Т-клеток, супрессорных Т-клеток и/или цитотоксичных Т-клеток и/или гамма-дельта-

Т-клеток, специфично направленных на антиген или антигены, которые включены в исследуемую ком-

позицию или вакцину. Предпочтительно хозяин должен демонстрировать терапевтический или защит-

ный иммунный ответ, например, повышение резистентности к новой инфекции и/или снижение клиниче-

ской тяжести заболевания. В таком случае иммуногенная композиция является "вакциной". Такая защита 

должна демонстрироваться через снижение или отсутствие симптомов, обычно проявляемых инфициро-

ванным хозяином, более быстрое выздоровление и/или сниженный вирусный титр у инфицированного 

хозяина. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, причем иммуногенная композиция также включает аттенуированный живой вирус, 

предпочтительно аттенуированный вирус свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS) 

или аттенуированную живую бактерию. 

"Живой" вирус или бактерия с точки зрения настоящего изобретения означает вирус или бактерию, 

способные к репликации в организме хозяина. Предпочтительным живым вирусом и предпочтительной 

живой бактерией в соответствии с настоящим изобретением являются вирус PRRS и бактерия  

Mycoplasma hyopneumonia, соответственно. Однако термин "живой вирус" или "живая бактерия" не ог-

раничиваются PRRS и Mycoplasma hypneumoniae соответственно. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, в которой аттенуированный живой вирус является вирусом свиного репродуктив-

ного и респираторного синдрома (PRRS). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, причем иммуногенная композиция вызывает защитный иммунный ответ против 

патогена, предпочтительно патогена, включающего рекомбинантный белок, как описывается и заявляет-

ся авторами, после введения одной дозы иммуногенной композиции. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, причем иммуногенная композиция вызывает защитный иммунный ответ против 

вируса PRRS после введения одной дозы иммуногенной композиции. 

Иммуногенная композиция рекомбинантного белка, получаемая в соответствии с вышеописанным 

способом, или рекомбинантный белок, применяемый на этапе I) вышеописанного способа, могут комби-

нироваться по меньшей мере с одним дополнительным антигеном, предпочтительно вирусным или бак-

териальным антигеном, еще более предпочтительно вирусным или бактериальным антигеном по мень-

шей мере из одного другого вызывающего заболевание организма у свиней. Дополнительным антигеном 

может быть любой из раскрываемых в международной патентной заявке WO 2007/094893 (содержание и 
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идеи которой включены в данное описание путем ссылки). В общих чертах, дополнительными антигена-

ми могут быть антигены любых других вызывающих заболевание организмов у свиней. Предпочтитель-

но "другие вызывающие заболевание организмы" у свиней выбраны из группы, к которой относятся  

Actinobacillus pleuropneumonia (1); аденовирус (2); альфавирус, такой как вирусы восточного  

лошадиного энцефаломиелита (3); Bordetella bronchiseptica (4); Brachyspira spp. (5), предпочтительно  

В. hyodyentheriae (6); В. piosicoli (7), Brucella suis, предпочтительно биовары 1, 2 и 3 (8); вирус классиче-

ской чумы свиней (9); Clostridium spp. (10), предпочтительно Cl. difficile (11), Cl. perfringens типов А, В и 

С (12), Cl. novyi (13), Cl. septicum (14), Cl. tetani (15); коронавирус (16), предпочтительно респираторный 

коронавирус свиней (17); Eperythrozoonosis suis (18); Erysipelothrix rhsiopathiae (19) Escherichia coli (20); 

Haemophilus parasuis, предпочтительно подтипов 1, 7 и 14 (21) вирус гемагглютинирующего энцефало-

миелита (22); вирус японского энцефалита (23); Lawsonia intracellularis (24) Leptospira spp. (25), предпоч-

тительно Leptospira australis (26); Leptospira canicola (27); Leptospira grippotyphosa (28); Leptospira  

icterohaemorrhagicae (29); и Leptospira interrogans (30); Leptospira pomona (31); Leptospira tarassovi (32); 

Mycobacterium spp. (33) предпочтительно М. avium (34), M. intracellulare (35) и M.bovis (36); Mycoplasma 

hyopneumoniae (37); Pasteurella multocida (38); свиной цитомегаловирус (39); свиной парвовирус (40); 

вирус свиного репродуктивного и респираторного синдрома (41); вирус псевдобешенства (42);  

ротавирус (43); Salmonella spp. (44), предпочтительно S. thyhimurium (45) и S. choleraesuis (46); Staph. 

hyicus (47); Staphylococcus spp. (48) предпочтительно Streptococcus spp. (49), предпочтительно Strep,  

suis (50); вирус свиного герпеса (51); вирус свиного гриппа (52); свиной поксвирус (53); свиной поксви-

рус (54); вирус везикулярного стоматита (55); вирус везикулярной экзантемы свиней (56); Leptospira 

Hardjo (57) и/или Mycoplasma hyosynoviae (58). 

В другом аспекте настоящее изобретение касается комплекта, включающего контейнер, содержа-

щий иммуногенную композицию, как описывается и заявляется авторами. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается комплекта, как описывается и заявляется автора-

ми, который также включает по меньшей мере один дополнительный контейнер, содержащий по мень-

шей мере один дополнительный антиген, выбранный из группы, к которой относятся аттенуированный 

живой вирус, предпочтительно аттенуированный вирус PRRS и аттенуированная живая бактерия. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, для применения в качестве медикамента, предпочтительно в качестве вакцины. 

В другом аспекте настоящее изобретение касается иммуногенной композиции, как описывается и 

заявляется авторами, и/или комплекта, как описывается и заявляется авторами, для применения согласно 

способу снижения одного или нескольких клинических симптомов инфекции патогена у животного по 

сравнению с животным, не получавшим вышеупомянутой иммуногенной композиции. 

Термин "снижение частоты случаев или тяжести клинических признаков" означает, что частота 

случаев или тяжесть любого из таких признаков снижается у животных, которым вводили вакцину, по 

сравнению с "контрольной группой" животных, когда обе группы получали инфекцию или провокацию 

патогена, от которого происходит иммунологически активный компонент(ы) в вакцине, и контрольной 

группе не вводили вакцину или иммуногенную композицию. В этом контексте термин "уменьшение" или 

"снижение" означает снижение по меньшей мере на 10%, предпочтительно на 25%, еще более предпоч-

тительно на 50%, наиболее предпочтительно более чем на 100%, в вакцинированной группе по сравне-

нию с невакцинированной контрольной группой. 

В контексте данного описания "клинические симптомы" или "клинические признаки" означают 

признаки инфицирования патогенами, которые прямо наблюдаются у живого животного, такие как сим-

птомы. Типичные примеры зависят от выбранного патогена, но к ним относятся такие явления, как вы-

деления из носа, выраженная вялость, кашель, повышенная температура, увеличение или потеря веса, 

обезвоживание, диарея, опухание, хромота и т.п. 

В контексте данного описания "защитный иммунный ответ" означает снижение частоты случаев 

или снижение тяжести клинических, патологических или гистопатологических признаков или симптомов 

инфицирования исследуемым патогеном, до полного исключения таких признаков или симптомов. 

Термин "патологические признаки" касается признаков инфекции, которые наблюдаются на микро-

скопическом или молекулярном уровне через биохимическое испытание или невооруженным глазом по-

сле вскрытия. 

Термин "гистопатологические признаки" касается признаков изменений тканей в результате  

инфекции. 

Термины "клинические симптомы" или "клинические признаки" определяются выше. 

Авторами описываются следующие пункты. 

1. Способ получения иммуногенной композиции, включающей рекомбинантный белок, причем 

способ включает этапы в следующем порядке: 

(I) обеспечение/получение смеси, включающей 

первую жидкость, 

рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, и 
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вектор, включающий нуклеиновокислотную последовательность, кодирующую вышеупомянутый 

рекомбинантный белок; 

(II) добавление второй жидкости к смеси с этапа (I), причем вторая жидкость отличается от первой 

жидкости; 

(III) промывание и, необязательно, окончательное концентрирование рекомбинантного белка и/или 

четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков в смеси пу-

тем дополнительного добавления второй жидкости к смеси, полученной в результате выполнения этапа 

(II), и удаления части первой и/или второй жидкости из такой комбинированной смеси; 

(IV) инактивация вектора путем добавления инактивирующего агента к смеси, полученной в ре-

зультате выполнения этапа (III); 

(V) нейтрализация инактивирующего агента путем добавления нейтрализующего агента к смеси, 

полученной в результате выполнения этапа (IV). 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что смеси с этапа (I) получают с применением процедуры, 

включающей этапы: 

(а) инфицирование восприимчивых клеток в культуре вектором, включающим нуклеиновокислот-

ную последовательность, кодирующую вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или четвертичные 

структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, причем вышеупомяну-

тый рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых 

рекомбинантных белков, экспрессируются вышеупомянутым вектором; 

(б) последующее извлечение рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, из клеточной культуры, причем клеточный дебрис 

предпочтительно отделяют от рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из мно-

жества вышеупомянутых рекомбинантных белков через этап отделения, предпочтительно включающий 

микрофильтрацию по меньшей мере через один фильтр, предпочтительно два фильтра, причем по мень-

шей мере один фильтр предпочтительно имеет размер пор, больший, чем рекомбинантный белок и/или 

четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, в частно-

сти, имеет размер пор от приблизительно 0,1 мкм до приблизительно 4 мкм. 

3. Способ по п.2, отличающийся тем, что клеточную культуру на этапе (а) поддерживают при 

27±2°С, предпочтительно при экспрессии рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоя-

щих из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, вышеупомянутым вектором, и/или извле-

чение на этапе (б) происходит через 6-8 дней, предпочтительно 8 дней после инокуляции клеток  

вектором. 

4. Способ по п.2 или 3, отличающийся тем, что этап отделения включает или состоит из: 

микрофильтрации по меньшей мере через один фильтр, имеющий размер пор от приблизительно  

2 до приблизительно 4 мкм, и/или 

микрофильтрации по меньшей мере через один фильтр, имеющий размер пор от приблизительно 

0,1 до приблизительно 0,8 мкм. 

5. Способ по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что вышеупомянутая первая жидкость включа-

ет часть среды для культивирования клеток или состоит из среды для культивирования клеток и средой 

для культивирования клеток предпочтительно является среда для культивирования клеток насекомых. 

6. Способ по любому из пп.1-5, отличающийся тем, что вышеупомянутый рекомбинантный белок 

выбирают из группы, к которой относятся: 

белок PPV VP2 предпочтительно включающий или состоящий из последовательности, которая име-

ет по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%,  

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%,  

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%,  

по меньшей мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,1%, по меньшей мере 99,2%,  

по меньшей мере 99,3%, по меньшей мере 99,4%, по меньшей мере 99,5%, по меньшей мере 99,6%,  

по меньшей мере 99,7%, по меньшей мере 99,8%, по меньшей мере 99,9% или 100% идентичности с по-

следовательностью SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NOS 5-16. 

7. Способ по любому из пп.1-6, отличающийся тем, что вышеупомянутые четвертичные структуры, 

состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, являются вирусоподобными части-

цами, или вышеупомянутые четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых реком-

бинантных белков, являются гомотримерами. 

8. Способ по любому из пп.1-7, отличающийся тем, что вектор является рекомбинантным вирусом, 

предпочтительно бакуловирусом, и/или нуклеиновокислотная последовательность является последова-

тельностью ДНК. 

9. Способ по любому из пп.1-8, отличающийся тем, что вектор, включающий нуклеиновую кислоту, 

кодирующую вышеупомянутый рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, является рекомбинантным бакуловирусом, при-

чем вышеупомянутый бакуловирус включает последовательность ДНК, кодирующую вышеупомянутый 

рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомянутых ре-
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комбинантных белков. 

10. Способ по любому из пп.1-9, отличающийся тем, что на этапе (III) вышеупомянутый рекомби-

нантный белок и/или вышеупомянутые четвертичные структуры, состоящие из множества вышеупомя-

нутых рекомбинантных белков, промывают, используя по меньшей мере 2х, предпочтительно от 2х до 3х 

второй жидкости, и, необязательно, доводят до конечной концентрации по сравнению с первоначальным 

объемом вышеупомянутого рекомбинантного белка и/или вышеупомянутые четвертичные структуры, 

состоящие из множества вышеупомянутых рекомбинантных белков в смеси с этапа (I). 

11. Способ по любому из пп.1-10, отличающийся тем, что на этапе (III) такой(ие) этап(ы) промыва-

ния, т.е. процесс диафильтрации, выполняют при температуре ниже 37°С, более предпочтительно при 

температуре ниже 30°С, еще более предпочтительно при температуре ниже 20°С, еще более предпочти-

тельно при температуре ниже 10°С, например при температуре от 4 и 29°С, например 27 или 4°С. 

12. Способ по любому из пп.1-11, отличающийся тем, что на этапе (III) часть первой и/или второй 

жидкости удаляют из смеси путем фильтрации, причем предпочтительно применяют фильтр или полый 

фильтр, включающий полупроницаемую мембрану, имеющую средний размер пор, меньший, чем выше-

упомянутый рекомбинантный белок и/или вышеупомянутые четвертичные структуры, состоящие из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, и/или препятствующий прохождению большинст-

ва, предпочтительно практически всех белков размером от 20 до 500 кДа, сквозь полупроницаемую мем-

брану. 

13. Способ по любому из пп.1-12, отличающийся тем, что вторая жидкость представляет собой бу-

ферный раствор, предпочтительно промывочный фосфатно-буферный солевой раствор (WPBS). 

14. Способ по любому из пп.1-13, отличающийся тем, что объем второй жидкости, добавляемой на 

этапе (II), приблизительно равен объему первой и/или второй жидкости, удаляемой на этапе (III), т.е. 

этап концентрирования не выполняется и/или не требуется. 

15. Способ по любому из пп.1-14, отличающийся тем, что инактивирующий агент представляет со-

бой соединение азиридина, предпочтительно бинарный этиленамин (BEI), и/или инактивирующий агент 

добавляют в молярном избытке по отношению к вектору. 

16. Способ по любому из пп.1-15, отличающийся тем, что нейтрализирующий агент представляет 

собой тиосульфат натрия и/или нейтрализирующий агент добавляют в молярном избытке по отношению 

к инактивирующему агенту. 

17. Способ по любому из пп.1-16, отличающийся тем, что вышеупомянутый способ также включает 

этап смешивания смеси, оставшейся после этапа (V), с дополнительным компонентом, выбранным из 

группы, к которой относятся фармацевтически приемлемые носители, адъюванты, разбавители, инерт-

ные наполнители, и их комбинации. 

18. Способ по любому из пп.1-17, отличающийся тем, что вируцидная активность смеси, получен-

ной в результате выполнения вышеупомянутого способа, снижается по меньшей мере на 10% по сравне-

нию со смесью, к которой не был применен вышеупомянутый способ, и/или иммуногенная композиция, 

полученная вышеупомянутым способом, вызывает потерю менее чем 1 log TCID50 на 1 мл живого виру-

са, когда живой вирус смешивают с иммуногенной композицией в течение 2 ч или более. 

19. Способ по п.18, отличающийся тем, что живой вирус является вирусом свиного репродуктивно-

го и респираторного синдрома (PRRS). 

20. Способ по любому из пп.1-19, отличающийся тем, что способ также включает этап (VI) сбора 

рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из множества вышеупомянутых ре-

комбинантных белков,, оставшихся после этапа (V), и, в частности, также включает этап очистки соб-

ранного материала, включающего рекомбинантный белок и/или четвертичные структуры, состоящие из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, с применением хроматографической процедуры, 

предпочтительно эксклюзионной хроматографии. 

21. Способ по любому из пп.1-20, отличающийся тем, что способ также включает этап комбиниро-

вания собранного (очищенного) рекомбинантного белка и/или четвертичных структур, состоящих из 

множества вышеупомянутых рекомбинантных белков, по меньшей мере с одним дополнительным анти-

геном. 

22. Способ по п.21, отличающийся тем, что по меньшей мере один дополнительный антиген являет-

ся вирусом свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS). 

23. Иммуногенная композиция, получаемая способом по любому из пп.1-22. 

24. Иммуногенная композиция по п.23, отличающаяся тем, что иммуногенная композиция также 

включает аттенуированный живой вирус, предпочтительно аттенуированный вирус свиного репродук-

тивного и респираторного синдрома (PRRS), или аттенуированную живую бактерию. 

25. Иммуногенная композиция по п.23 или 24, отличающаяся тем, что аттенуированный живой ви-

рус является вирусом свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS). 

26. Иммуногенная композиция по любому из пп.23-25, отличающаяся тем, что иммуногенная ком-

позиция вызывает защитный иммунный ответ против патогена, предпочтительно патогена, включающего 

рекомбинантный белок по п.6, после введения одной дозы иммуногенной композиции. 
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27. Иммуногенная композиция по любому из пп.23-26, отличающаяся тем, что иммуногенная ком-

позиция вызывает защитный иммунный ответ против вируса PRRS после введения одной дозы иммуно-

генной композиции. 

28. Комплект, включающий контейнер, содержащий иммуногенную композицию по любому из 

пп.23-27. 

29. Комплект по п.28, который также включает по меньшей мере один дополнительный контейнер, 

содержащий по меньшей мере один дополнительный антиген, выбранный из группы, к которой относят-

ся аттенуированный живой вирус, предпочтительно аттенуированный вирус PRRS, и аттенуированная 

живая бактерия. 

30. Иммуногенная композиция по любому из пп.23-29 для применения в качестве медикамента, 

предпочтительно в качестве вакцины. 

31. Иммуногенная композиция по любому из пп.23-29 и/или комплект по любому из пп.28 или 29 

для применения согласно способу снижения одного или нескольких клинических симптомов инфекции 

патогена у животного по сравнению с животным, не получавшим вышеупомянутой иммуногенной ком-

позиции. 

Примеры 

Следующие примеры представлены ниже для пояснения конкретных вариантов осуществления на-

стоящего изобретения. Эти примеры являются лишь пояснительными, их не следует рассматривать в 

качестве ограничивающих объем или принципы, лежащие в основе настоящего изобретения. 

Пример 1. 

Получение свиного парвовируса (PPV) 27a VP2 - апстрим-процессинг. 

PPV 27a VP2 получают в инфицированных бакуловирусом клетках SF+ и инактивируют BEI в про-

цессе, напоминающем процесс для PCV2 ORF2 (документ WO 2006/072065; примеры 1-3). Однако для 

PPV 27a VP2 используют другой бакуловирусный остов, обозначаемый как "DiamondBac" (Sigma 

Aldrich, D6192) (вместо более старого остова BaculoGold, используемого для PCV2 ORF2). 

Нуклеотидную последовательность свиного парвовируса (PPV) 27a VP2 получают от Genbank под 

номером доступа AY684871.1. Кодирующий участок PPV 27a VP2 был подвергнут обратной трансляции 

и кодон-оптимизирован для Drosophila с применением программного обеспечения SciTools Web Tools 

от Integrated DNA Technologies. Кодон-оптимизированный ген PPV 27a VP2 подвергали дальнейшей мо-

дификации для вставки двух сайтов рестрикционных ферментов ClaI в кодирующий участок VP2, вместе 

с добавлением сайтов рестрикционных ферментов BamHI и NotI на 5'- и 3'-концах соответственно. Сайты 

ClaI вставляют таким образом, чтобы не прерывался кодирующий участок VP2. Вставка сайтов ClaI 

включает три главных аминокислотных изменения в прогнозируемой аминокислотной последовательно-

сти 27а VP2. Аминокислотные изменения, возникающие в результате вставок C1aI, происходят в пози-

циях 25 (глицин ⇒ изолейцин), 36 (аланин ⇒ серин) и 37 (глицин ⇒ изолейцин). Кодон-

оптимизированный ген PPV 27a-ClaI VP2 химически синтезировали и затем клонировали в стандартную 

клонированную плазмиду, pUC57, в Integrated DNA Technologies (PPV27a-ClaI 38320377). Ген PPV  

27a-ClaI затем вырезали из предоставленной Integrated DNA Technologies плазмиды pUC57 путем расще-

пления рестрикционными ферментами BamHI и NotI и ген PPV 27а-ClaI субклонировали в соответст-

вующие сайты фермента бакуловирусного вектора переноса pVL1393 (BD Pharmingen, 21486P). Плазми-

ду pVL1393, содержащую ген PPV 27а-ClaI, амплифицировали в DH5α E. coli (Invitrogen MAX  

Efficiency), а затем извлекали и очищали с применением комплекта серийного производства для очист-

ки плазмид (комплект QIAprep Spin Miniprep, Qiagen). Очищенную плазмиду pVL1393, содержащую ген 

PPV 27a-ClaI и линеаризованный остов бакуловируса DiamondBac, котрансфицировали в клетки насе-

комых Sf9, используя реагент для трансфекции Escort (Sigma Aldrich, E9770) для образования реком-

бинантного бакуловируса. Выполняли предельное разведение для получения запаса очищенного реком-

бинантного бакуловируса, содержащего ген PPV 27a-ClaI VP2, под контролем полиэдринового промото-

ра. Систему бакуловирусного вектора экспрессии (BEVS) применяют для того, чтобы суспензионная 

культура клеток насекомых (SF+) могла производить рекомбинантный антиген, состоящий из белка PPV 

27а VP2. Для этого продукта инфицированные клетки SF+ культивируют в периодическом режиме в те-

чение приблизительно семи дней, а затем обрабатывают для удаления клеточного дебриса и компонентов 

среды. 

Пример 2. 

Получение свиного парвовируса (PPV) 27a VP2 - даунстрим-процессинг. 

Даунстрим-процессинг состоит из двух последовательных этапов. Удаление клеточного дебриса 

выполняют в процессе, называемом "осветлением", а удаления компонентов среды достигают с исполь-

зованием двух объемов промывочного фосфатно-буферного солевого раствора (WPBS), и этот процесс 

называется "диафильтрацией". 

Бакуловирусный вектор PPV 27a VP2 производят в биореакторах. Среду в биореактор добавляют 

предварительно стерилизованной или подвергнутой стерильной фильтрации. Среду добавляют с клетка-

ми SF+, взятыми из культур для размножения. Клетки одновременно инокулируют (сочетанная инфек-
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ция) после внесения с посевом бакуловируса PPV 27a VP2. В течение всего периода размножения вируса 

температуру поддерживают при 27±2°С и отслеживают уровень рН. Растворенный кислород (DO) регу-

лируют путем барботажа очищенным сжатым воздухом и кислородом (О2). Окно сбора появляется через 

6-8 дней после инфицирования вирусом и по достижении критерия сбора ≤20% жизнеспособности кле-

ток. При сборе жидкости с антигеном PPV 27a VP2 осветляют с применением двух наборов фильтров: 

фильтра предварительной очистки с размером пор 2,0-4,0 мкм и фильтра конечной очистки с размером 

пор 0,1-0,8 мкм. Фильтрованные собранные жидкости собирают в резервуар. 

Очищенные жидкости с антигеном PPV 27a VP2 затем "диафильтруют", используя ≥ два объема 

(2х-2.5Х) WPBS [с применением половолоконного фильтра с отсечкой по номинальной молекулярной 

массе (NMWC 300000-500000 кДа)] при температуре от 4 до 29°С. После диафильтрации температуру 

антигена PPV 27a VP2 повышают до 37±2°С для инактивации путем добавления бинарного этиленамина 

(BEI) до конечной концентрации 5 мМ. Антиген инкубируют при 37±2°С и смешивают в течение 72-96 ч. 

Остаточный BEI нейтрализуют молярным избытком раствора тиосульфата натрия в течение по меньшей 

мере 30 мин. Жидкости с антигеном PPV 27а VP2 переносят в пакеты для хранения при 4±3°С до смеши-

вания вакцины. 

Данные, представленные ниже в табл. 1А и 1В, показывают, что вакцина PPV 27a VP2 является не-

вироцидной для вакцины ReproCyc PRRS EU и вакцины Ingelvac PRRS MLV соответственно, при 

смешивании в течение периода до 8 ч (одного рабочего дня). 

Таблица 1А: Две серии ReproCyc PRRS EU, номера партий 3910003А (10 доз) и 3910004А  

(50 доз), хранили при 5°С±3°С в упаковочных материалах до использования для исследования. Две серии 

PPV 27a VP2, номера партий 7600016А (10 доз) и 7600018В (50 доз), использовали в качестве разбавите-

ля для Ingelvac ReproCyc PRRS EU партии 3910003А (10 доз) и 3910004А (50 доз) соответственно. Эти 

две партии хранили при 5±3°С в упаковочных материалах до использования для исследования. Вакцину 

ReproCyc PRRS EU, после восстановления влагосодержания (либо в содержащем Carbopol разбавителе 

в группе 1, либо жидкая вакцина против PPV 27a VP2 в группе 2), хранили при комнатной температуре 

(15-25°С) в течение максимального периода 8 ч и испытывали на титр в начале отсчета времени, через 2, 

4 и 8 ч. Результаты титрования вируса в Группе 1 (Log10 TCID50/2 мл дозу), представленные ниже в табл. 

1А для Т0, Т2, Т4 и Т8, продемонстрировали устойчивость вируса до 8 ч. Результаты титрования вируса 

в Группе 2 (Log10 TCID50/2 мл дозу) на ассоциированном продукте для Т0, Т2, Т4 и Т8, продемонстриро-

вали, что вакцина PPV 27a VP2 не обладает вируцидной активностью против ReproCyc PPRS EU до 8 ч. 

Таблица 1А 

 
Таблица 1В: Две серии Ingelvac PRRS MLV, номера партий 2451189А (10 доз) и 2451188А (50 доз), 

хранили при 5±3°С в упаковочных материалах до использования для исследования. Две) серии PPV 27a 

VP2, номера партий 7600016А (lOdose) и 7600018В (50dose), использовали в качестве разбавителя для 

Ingelvac PRRS MLV, партии 2451189А (10 доз) и 2451188А (50 доз) соответственно. Эти две партии 

хранили при 5±3°С в упаковочных материалах до использования для исследования. Вакцину Ingelvac 

PRRS MLV, после восстановления влагосодержания (либо в содержащем Carbopol разбавителе в группе 

1, либо жидкая вакцина против PPV 27a VP2 в группе 2), хранили при комнатной температуре (15-25°С) 

в течение максимального периода 8 ч и испытывали на титр (TCID50 на 2 мл дозу) в начале отсчета вре-

мени, через два, четыре и 8 ч. Результаты титрования вируса в Группе 1 (Log10 TCID50/2 мл дозу), пред-

ставленные ниже в табл. 1В для Т0, Т2, Т4 и Т8, продемонстрировали устойчивость вируса до 8 ч. Ре-

зультаты титрования вируса в Группе 2 (Log10 TCID50/2 мл дозу) на ассоциированном продукте для Т0, 

Т2, Т4 и Т8 продемонстрировали, что вакцина PPV 27a VP2 не обладает вируцидной активностью против 

Ingelvac PRRS MLV до 8 ч. 
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Таблица 1B 

 
Пример 3. 

Эффективность вакцины PRRSV-EU при смешивании вакцины PRRSV-EU с вакциной PPV VP2. 

36 небеременных свинок половозрелого возраста рандомизированно распределяли по трем экспе-

риментальным группам, каждая из которых включала 12 свинок. Группа Т01 получала контрольный про-

дукт WPBS (промывочный фосфатно-буферный солевой раствор) (контроль) в начале отсчета времени и 

на 21-й день (DO, D21). Группа Т02 получала ReproCyc PRRS EU (PRRS, штамм 94881), 3,9 log10 

TCID50 на дозу, и вакцину от свиного парвовируса, PPV-27a VP2, 10 мкг на дозу (смешанная) в D0 и 

PPV-27а VP2, 10 мкг на дозу, только в D21. ReproCyc PRRS EU лиофилизированной таблетки подвер-

гали восстановлению влагосодержания с использованием жидкости PPV-27a VP2. Группа Т03 получала 

ReproCyc PRRS EU (отдельно) в DO. Лечение было разработано таким образом, что свинки получали 

ReproCyc PRRS EU в минимальной иммунизирующей дозе и PPV-27a VP2 при максимальной относи-

тельной активности. Свинки получали провоцирующие дозы 5,5 log10TCID50 /6 мл общей дозы (2 мл 

внутримышечно и 2 мл в каждую ноздрю) гетерологичный PRRSV EU изолят 190136 через четыре неде-

ли после первоначальной вакцинации (D28) и образцы сыворотки собирали в следующие дни: D31, D35, 

D38, D42 и D49. Виремию PRRSV испытывали путем количественной ПЦР (кПЦР) [Sandra  

Revilla-Fernandez et al., Journal of Virological Methods, 126 (2005), 21-30]. Провоцирующий вирус евро-

пейский вирус PRRS изолят 190136 первоначально получали из ткани легкого новорожденного поросен-

ка с фермы, на которой обнаруживались типичные воспроизводимые признаки PRRSV (выкидыши у 

свиноматок и ослабленные новорожденные поросята) во время вспышки в Нижней Саксонии, Германия, 

в апреле 2004 г. Лечащие ветеринары направляли образцы легких в BioScreen (образец прибыл  

21 апреля 2004 г.) на диагностическое исследование. Провоцирующий вирус размножали в клетках  

AK-МА104 и дважды пересевали перед провокацией. 

После провокации обе группы ("смешанная" и "отдельная") демонстрировали эффективность про-

тив вирулентного PRRSV с показателями площади под кривой (AUC) для количественной вирусной на-

грузки с D28 по D49 24,36 GE/мл (GE = геномные эквиваленты) для "смешанной" (р=0,0002) и  

32,54 GE/мл для "отдельной" (р=0,0045) по сравнению с 50,85 GE/мл в контрольной группе. Эти данные 

представляют приблизительно 50% снижение со временем системно циркулирующего вируса у свиней 

для "смешанной" группы и приблизительно 40% снижение для группы, получавшей только ReproCyc 

PRRS EU (фиг. 1), демонстрируя значительный защитный эффект в "смешанной" и "отдельной" группах. 

Кроме того, количественный анализ кПЦР среднего PRRSV продемонстрировал значительное снижение 

вирусной нагрузки PRRSV для "смешанной" группы в D35 (р<0,0001) и в D38 (р=0,0052) и в "отдельной" 

группе в D35 (р<0,0001) по сравнению с контрольной группой, демонстрируя значительный защитный 

эффект в "смешанной" и "отдельной" группах. Анализ кПЦР продемонстрировал значительное снижение 

пропорции позитивных свинок в D35 для "смешанной" (р=0,0013) и "отдельной" (р=0,0046) и в D38 для 

"смешанной" (р=0,0137) по сравнению с контрольной группой. Хотя она не является статистически зна-

чимой, численная тенденция к снижению средней вирусной нагрузки и пропорции кПЦР-позитивных на 

PRRSV наблюдался в "смешанной" группе в D42 и D49. Подобные тенденции наблюдались для "отдель-

ной" группы с численным снижением средней вирусной нагрузки в D49 и пропорции кПЦР-позитивных 

в D42 и D49. 

Применение вакцины ReproCyc PRRS EU, отдельно или смешанной с вакциной PPV-27a VP2, 

оказалось эффективным против вирулентного штамма PRRSV-EU для провокационного заражения, де-

монстрируя начало иммунитета в течение четырех недель. Из данных, представленных на фиг. 1 и 2, ста-

новится очевидным, что смешивание вакцины ReproCyc PRRS EU с PPV-27a VP2 улучшает эффектив-

ность. Результаты демонстрируют отсутствие взаимных помех между PRRSV-компонентом и PPV-

компонентом в "смешанной" группе, демонстрируя преимущества возможности ассоциированного при-

менения путем смешивания. 
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Пример 4. 

Эффективность вакцины PPV VP2 при смешивании вакцины PRRSV-EU с вакциной PPV VP2. 

Оценка эффективности комбинированных вакцин: эффективность ассоциированного применения 

обеих вакцин [ReproCyc PRRS EU (PRRS, штамм 94881) и PPV-27a VP2] оценивают на эксперимен-

тальных инфекциях PPV. 

Эффективность против экспериментальной провокации диким штаммом PPV: эффективность ком-

бинированной вакцины против PPV оценивают на основе инфекции PPV у плодов. Вакцина считается 

эффективной, если ≥80% плодов в каждой экспериментальной группе являются серонегативными на 

PPV. 

Уход за животными: животные перед началом исследования имеют хорошее состояние здоровья и 

алиментарный статус. Перед включением и процедурой рандомизации проводят медицинское обследо-

вание. В течение всего исследования используют нелекарственный корм. Рацион питания подбирают 

согласно возрасту, состоянию и виду испытуемого животного в соответствии с утвержденной в центре 

стандартной рабочей процедурой. Воду обеспечивали ad libitum в течение всего исследования. 

Оценка эффективности ассоциированного применения вакцин PPV и PRRSV после провокации ге-

терологичным штаммом PPV: в начале отсчета времени (DO) обычных небеременных свинок в возрасте 

5-6 месяцев рандомизированно на равных условиях распределяют по трем экспериментальным группам. 

Группа Т01 получает 2 мл IM контрольного продукта (разбавитель PBS-Carbopol (Impran FLEX) в на-

чале отсчета времени и на 21-й день (DO, D21). Группа Т02 получает 2 мл IM ReproCyc PRRS EU 

(PRRS, штамм 94881) и вакцину от свиного парвовируса, PPV-27a VP2, в D0 и PPV-27a VP2 только в 

D21. Для Группы Т02 лиофилизированную таблетку ReproCyc PRRS EU подвергают восстановлению 

влагосодержания раствором вакцины PPV-27a VP2. Группа Т03 получает 2 мл IM вакцины свиного пар-

вовируса, PPV-27a VP2, (1 мкг/дозу) в D0 и в D21. Свинок наблюдают ежедневно на общее состояние 

здоровья. Животным вводят провоцирующую дозу между 39 и 42 днями беременности, используя гете-

рологичный штамм PPV 401/09 (198669), полученный от BioScreen (Мюнстер, Германия), взятый из тка-

ни мумифицированного поросенка 15 июня 2004 г. и отправленный в Лейпцигский университет, Герма-

ния (провоцирующий вирус размораживают и разводят в DMEM (1x, Gibco, Ref#l 1966-025,  

Lot# 1632505) до заданной дозы 6,0 log10 TCID50/6 мл дозу). Плоды собирают (стандартная процедура) 

приблизительно на 90-й день беременности и оценивают на наличие PPV при помощи ПЦР (Molitor TW 

et al., Journal of Virological Methods, 1991, 32:201-211) образцов их органов или тканевых жидкостей, а 

также на их состояние, размер и массу. Лечение разрабатывают таким образом, чтобы свинки получали 

ReproCyc PRRS EU (PRRS, штамм 94881) и вакцину от свиного парвовируса, PPV-27a VP2, при макси-

мальной иммунизирующей дозе ReproCyc PRRS EU (10 TCID50/2 мл дозу; среднее геометрическое) и 

вакцину от свиного парвовируса, PPV-27a VP2, при минимальной относительной активности  

(1 мкг/ дозу). 

Исследование было действительным согласно Монографии Европейской фармакопеи  

8.0 04/2013:0965, поскольку вакцина обеспечивала защиту 95,7% (группа Т03) и 94,3% (группа Т02), то-

гда как в группе Т01 (контроль) было 91,4% позитивных плодов (см. табл. 2). 

Таким образом, вакцинация вакциной против PPV, отдельно или в смеси с ReproCyc PRRS EU, 

является безопасной при выполнении вакцинации за три недели до спаривания. 

Таблица 2 

Процент позитивных плодов на группу 

 
1Количество PPV-позитивных плодов/количество плодов на группу. 

Пример 5. 

Приготовление субъединичной вакцины против Ppv. 

Антиген PPV VP2 выбирают для экспрессии в инфицированных бакуловирусом клетках насекомых 

на основе немецкого изолята PPV 27а. Нуклеотидную последовательность свиного парвовируса (PPV) 

27a VP2 получают от Genbank под номером доступа AY684871.1. Кодирующий участок PPV 27a VP2 

является подвергнутым обратной трансляции и кодон-оптимизированным для Drosophila (SEQ ID NO: 4 

и SEQ ID NO: 3). Кодон-оптимизированный ген PPV 27a VP2 химически синтезирован в Integrated DNA 

Technologies. Ген PPV 27а затем субклонируют в бакуловирусный вектор переноса pVL1393 и совместно 

трансфицируют с линеаризованным остовом бакуловируса DiamondBac в клетки насекомых Sf9 для 

генерации рекомбинантного бакуловируса, содержащего ген PPV 27a VP2, под контролем полиэдрино-

вого промотора. 

При экспрессии в клетках насекомых Sf9 PPV VP2 самоорганизуется в безоболочечный VLP (дан-

ные не показаны). 
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Антиген PPV VP2 дополняется карбомером в качестве адъюванта (Carbopol). 

Пример 6. 

Ранняя стадия клинического исследования вакцины против PPV. 

Во всех исследованиях на животных животные имеют хорошее состояние здоровья и алиментарный 

статус перед началом исследования. Перед процедурой рандомизации проводят медицинское обследова-

ние. Нелекарственный корм используют на протяжении всего исследования. Рацион питания подбирают 

согласно возрасту, состоянию и виду испытуемого животного в соответствии с утвержденной для центра 

стандартной рабочей процедурой. Воду обеспечивали ad libitum в течение всего исследования. 

Цель этого исследования провокационной вакцинации состоит в обеспечении доказательства эф-

фективности концепции определения дозы для предслучной субъединичной вакцины против свиного 

парвовируса (PPV) (см. пример 5). Свинок вакцинируют и осеменяют перед провокацией изолятом живо-

го вирулентного PPV (PPV 002346-5; североамериканский штамм) приблизительно после 40 дней бере-

менности (dG). Плоды оценивают на наличие инфекции PPV приблизительно после 90 dG. 

План исследования описывается в табл. 3. 

Таблица 3 

План исследования 

 
NTX = Контроль без лечения/провокации; 

IN = интраназальное; 

IM = внутримышечное; 

dG = дней беременности. 
Используют 67 свинок из стада, ранее испытанного на отсутствие PPV, с отсутствующей историей 

заболеваний репродуктивной системы или вакцинации против PPV. Свинок рандомизированно распре-

деляют по шести экспериментальным группам (Т) n=9, объединенных в три загона, получающих вакци-

нацию на D0 и стимуляцию на D21: T1 NC (негативный контроль, получающий воду для инъекций), Т2 

PPV 10 мкг, Т3 PC (позитивный контроль; цельный, инактивированный свиной парвовирус (PPV),  

Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae и  

L. Pomona; серийного производства; применяются в соответствии с инструкцией производителя). Вклю-

чают трех не получавших лечения контрольных (NTX) свинок, по одной на загон. После вакцинации 

свинок синхронизируют (путем введения Matrix; altrenogest, Intervet Schering-Plough Animal Health; 

согласно маркировке в течение 14 последовательных дней, с D18 по D31), а затем спаривали между D35 

и D42. 54 из 67 свинок забеременели. На D80 (приблизительно 40dG) NTX-свинок подвергают вскрытию, 

а остальных свинок инокулируют 6 мл штамма PPV PPV002346-5 (североамериканский штамм) в коли-

честве 4,25 log10TCID50 на дозу (2 мл внутримышечно и 2 мл в каждую ноздрю интраназально). У свинок 

еженедельно брали кровь, за исключением периодов синхронизации и спаривания (D35-D70). Серологи-

ческое исследование выполняют на образцах сыворотки, взятых на D0, D7, D14, D21, D28 и D73; сероло-

гическое исследование и полимеразную цепную реакцию (ПЦР) (как описывается в публикации Jozwik et 

al. 2009; Journal of General Virology, 90, 2437-2441) на виремию выполняют на образцах сыворотки, взя-

тых на D80, D87, D94, D101, D108, D115, D122 и D128. Свинок подвергают вскрытию на D129 или D130 

(приблизительно 90dG). При вскрытии каждый репродуктивный тракт извлекают и записывают позицию 

плода в матке, состояние плода, его размер и вес. Собирают образцы торакальной промывки и легких 

каждого плода. Образцы торакальной промывки собирают в асептических условиях с каждого плода. В 

общих чертах, 3 мл стерильного PBS путем инъекции вводят в грудную полость при помощи стерильной 

иглы и шприца. Жидкость отсасывают назад в шприц и вводят в соответствующую стерильную SST 

(пробирку для отделения сыворотки) подходящего размера. Образцы торакальной промывки испытыва-

ют на наличие PPV при помощи ПЦР и на наличие антитела PPV при помощи ингибирования гемагглю-

тинации (HI). Легочную ткань хранят в замороженном виде. 

Виремия свинок (PPV). 

Все свинки являются негативными на виремию PPV перед провокацией на DO, D73 (данные не по-

казаны) и D80 (табл. 4). Все негативные контрольные животные являются виремическими на D87, и 4/7 

являются виремическими на D94. 

Поствакцинационные свинки Т3 сероконвертируются после бустерной вакцинации. Т2 обнаружи-

вает серологические ответ на первоначальную вакцинацию и остается серопозитивным после бустерной 
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вакцинации. Контрольные свинки Т1 остаются серологически негативными в отношении PPV до прово-

кации. После провокации все негативные контрольные свинки являются виремическими на D87 (через 

семь дней после провокации). Одна свинка Т3 является виремической на D87. Все остальные свинки не 

являются виремическими в эти моменты времени (см. табл. 4). 

Свинки NTX оставались серологически негативными, и их плоды были негативными на PPV со-

гласно ПЦР на образцах торакальной промывки. 

Таблица 4 

Распределение частоты PPV-позитивных свинок (ПЦР), получивших  

провокационную дозу PPV после 40 дней беременности (dG) на D80 

 
Результаты плодов. 

Все плоды NTX считаются нормальными согласно вскрытию на D80 (табл. 5). При окончательном 

вскрытии на D129 и D130 22,5% плодов Т1 (негативный контроль) являются нормальными, и при этом 

98,39% плодов в Т3 и 97,62% плодов в Т2 являются нормальными. Средний размер и вес плодов Т1 (не-

гативный контроль) составляет 11,5 см и 168,8 г соответственно, тогда как средний размер и вес плодов в 

Т2 составляет 17,5 см и 590,1 г соответственно. 

Все плоды Т4 (NTX) являются негативными на PPV согласно ПЦР на образцах торакальной про-

мывки (см. табл. 3). Инфекция PPV подтверждается в 67/80 негативных контрольных плодов Т1 

(83,75%). 62 из 67 негативных контрольных плодов, подтвержденных как инфицированные PPV, являют-

ся мумиями. В отличие от них, инфекция PPV подтверждается лишь у 0,79% плодов Т2. 

На основе определяющих параметров эффективности, как указывается в Европейской фармакопее 

(монография 01/2008:0965), все вакцины (включая Позитивный контроль (цельноклеточный инактивиро-

ванный PPV)) отвечают критериям защиты от инфекции (>80% плодов, негативных на PPV). 

Таблица 5 

Детали помета: количество, размер, вес и состояние плодов и  

лабораторное подтверждение инфекции PPV  

(ПЦР на образцах торакальной промывки) 

 
Заключение: Вакцина против PPV в соответствии с настоящим изобретением продемонстрировала 

защиту плодов после провокации вирулентным гетерологичным PPV. Результаты исследования показы-

вают, что вакцина безопасна при введении в предслучный период и эффективна для существенного сни-
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жения виремии и трансплацентарной инфекция плодов. Кроме того, было продемонстрировано, что вак-

цина защищает от гетерологичного североамериканского штамма PPV для провокационного заражения. 

Кроме того, было продемонстрировано, что субъединичный белок PPV VP2 является столь же эффектив-

ным, как и цельный убитый вирус. 

Пример 7. 

Установление минимальной иммунизирующей дозы вакцины против PPV - зашита от гетерологич-

ного североамериканского штамма PPV. 

Цель этого исследования провокационной вакцинации состоит в установлении минимальной имму-

низирующей дозы (MID) для вакцины против свиного парвовируса (PPV). Свинкам вводят провоцирую-

щую дозу изолята живого вирулентного PPV серотипа 1 (PPV 002346-5) приблизительно после 40 дней 

беременности (dG). Вакцина считается эффективной, если ≥80% плодов в вакцинированной группе яв-

ляются негативными на PPV после провокации. К подтверждающим параметрам относятся размер, вес и 

состояние плода, статус виремии свинок после провокации и серологический статус свинок. 

Свинок (с отсутствующей историей заболеваний репродуктивной системы или вакцинации от PPV) 

рандомизированно распределяют по экспериментальным группам: Т01 = негативный контроль (соответ-

ствующее продукту плацебо (РМР)) и Т02 = 1,0 мкг PPV/2 мл дозу). Свинок без лечения/провокации 

(NTX) рандомизированно распределяют по загонам в качестве контрольных животных для общего со-

стояния здоровья. 

Свинки получают 2 мл соответствующего лекарственного препарата внутримышечно на D0 и D21. 

После вакцинации свинок спаривают между D37 и D50, а затем оценивают состояние беременности на 

D74. На D81 беременным свинкам вводят провоцирующую дозу 6,77 log10TCID50/6 мл PPV серотипа 1 

внутримышечно и интраназально. У свинок еженедельно берут кровь, за исключением периодов синхро-

низации и спаривания (D36-D73). Анализы ингибирования гемагглютинации (HI) выполняют на образ-

цах сыворотки, взятых на D7, D14, D21, D28 и D35; HI и полимеразную цепную реакцию (ПЦР) (см. 

пример 6) на виремию выполняют на образцах сыворотки, взятых на D-3, D74, D80, D88, D95, D102 и 

D127. Свинок подвергают вскрытию на D128 и D129 (приблизительно 90 dG). При вскрытии репродук-

тивный тракт каждой свиноматки извлекают и записывают позицию плода в матке, состояние плода, его 

размер и вес. Образцы торакальной промывки (см. пример 6) собирают с каждого плода и испытывают 

на наличие PPV при помощи ПЦР. 

Виремия свинок (PPV). 

Вакцины считаются безопасными, поскольку у животных не обнаруживается отклонений темпера-

туры тела через 24 или 48 ч после вакцинации, аномальных местных реакций, обусловленных действием 

вакцины, и клинических признаков, связанных с вакцинацией (данные не показаны). 

Все свинки являются негативными на виремию PPV перед вакцинацией, перед провокацией на D74 

и на D80. Таким образом, после вакцинации клинические признаки, связанные с введением вакцины, не 

наблюдаются. На D88 все десять свинок Т01 являются виремическими, и все вакцинированные свинки 

являются негативными. Все остальные образцы крови, взятые на D95, D102 и D127, являются негатив-

ными на виремию PPV для всех экспериментальных групп (табл. 6). 

Таблица 6 

Распределение частоты PPV-позитивных свинок (ПЦР),  

получивших провокационную дозу PPV  

после ~40 дней беременности (dG) на D81 

 
* У 2 свинок было диагностировано отсутствие беременности, и, таким образом, 

они были исключены из группы. 

Результаты плодов. 

При окончательном вскрытии на D128 и D129 38% из плодов Т01 (негативный контроль) пребыва-

ют в нормальном состоянии, тогда как в вакцинированной группе в нормальном состоянии пребывают 

95% плодов. Средний размер и вес плодов Т01 (негативный контроль) составляют 14,4 см и 245,9 г соот-

ветственно, тогда как средний размер и вес плодов у вакцинированных свиней составляет 19,3 см и 550 г 

соответственно (табл. 7). Таким образом, вакцинированная группа отвечает критериям защиты от инфек-

ции PPV, поскольку согласно определяющему параметру для эффективности против PPV, установлен-

ному в Ph. Eur. 01/2008:0965, составляет >80% плодов в экспериментальной группе должны быть нега-

тивными на PPV. 

Инфекция PPV подтверждается у 113/146 негативных контрольных плодов (Т01) (77%). Однако 

инфекция PPV в вакцинированной группе (Т02) составляет всего 10%. 
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Таблица 7 

Детали помета: количество, размер, вес и состояние плодов и  

лабораторное подтверждение инфекции PPV  

(ПЦР на образцах торакальной промывки) 

 
Заключение: Субъединичная вакцина против PPV VP2 в соответствии с настоящим изобретением 

демонстрирует защиту плодов после провокации вирулентным гетерологичным PPV. Результаты этого 

исследования обнаруживают, что вакцина является безопасной и эффективной для предотвращения ви-

ремии у свинок и инфекция PPV у плодов при применении всего 1 мкг субъединичной вакцины PPV 

VP2. Кроме того, продемонстрировано, что вакцина защищает от гетерологичного североамериканского 

штамма для провокационного заражения. 

Пример 8. 

Установление минимальной иммунизирующей дозы вакцины против PPV - зашита от гетерологич-

ного европейского штамма PPV. 

Цель этого исследования состоит в оценке начала иммунитета, обеспечиваемого вакциной от сви-

ного парвовируса (PPV VP2, далее называемой вакциной против PPV). Кроме того, безопасность и эф-

фективность оценивают с применением плана рандомизированного, слепого исследования с негативным 

контролем, включающего вакцинацию и провокацию. 

Свинок рандомизированно разбивают на три группы. В группах 1 и 2 свинок вакцинируют дважды, 

с трехнедельным интервалом (на D0 и D21). Вторую дозу вводят за три недели до спаривания. Все лекар-

ственные препараты вводят внутримышечным (IM) путем в объеме 2 мл. Группа 2 получает вакцину 

против PPV, тогда как группа 1 является плацебо-группой, получающей стерильный разбавитель в каче-

стве контрольного продукта, и группа 3 служит в качестве строгого контроля, без какого бы то ни было 

лечения. 

Свинок синхронизируют по эструсу и через три недели после второй вакцинации искусственно 

осеменяют. Забеременевшие животные на D84 между 39-м и 42-м днями беременности получают прово-

цирующую дозу вирулентного, гетерологичного штамма PPV. 

На D132-135, приблизительно после 90-го для беременности, свинок умерщвляют, подвергают 

вскрытию и исследуют плоды. 

Таблица 8 

План исследования 

 
Оценка виремии PPV у свинок до и после провокации при помощи ПЦР. 

Все животные являются негативными на PPV согласно ПЦР на D-6 и D-1 перед вакцинацией, что 

соответствует критериям включения. После вакцинации все животные в группах строгого контроля и 
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контрольного продукта являются негативными на антиген PPV до провокации, и, таким образом, инфек-

ция PPV до провокации может быть исключена. 

Виремию исследуют на 7 (D90), 14 (D97) и 21 (D104) дни после провокации и в день вскрытия. По-

сле провокации у вакцинированных животных виремия не обнаруживалась, виремия имеет место только 

у невакцинированных контрольных животных. 

На D90, (через 7 дней после провокации) уже 95% невакцинированных контрольных животных яв-

ляются позитивными на PPV. На D97 60% этих животных все еще имели позитивный результат, тогда 

как на D104 все испытанные животные оказались негативными на PPV. В отличие от них, в вакциниро-

ванной группе все животные, испытанные на D90, D97 или D104, являются негативными на PPV. 

Таблица 9 

Количество животных с виремией после провокации 

 
Результаты плодов. 

Процент инфицированных PPV плодов составлял 91,4 % в контрольной группе, но лишь 4,3% в 

группе PPV (см. табл. 10). 

Таблица 10 

Процент позитивных плодов на группу и размер помета 

 
1Количество PPV-позитивных плодов/Количество плодов на группу. 

N - общее количество. 

Оценка состояния плодов. 

Все плоды оценивали на их состояние и разделяли на три категории: нормальные, мумифицирован-

ные и аутолизированные. 

Большинство мумифицированных и аутолизированных плодов обнаруживается в контрольной 

группе. Лишь 39,8% плодов в этой группе пребывают в нормальном состоянии, тогда как в вакциниро-

ванных группах 97,4% (PPV-группа) плодов имеют нормальное состояние (см. табл. 11). 

Таблица 11 

Состояние плода 

 
Заключение: Вакцина против PPV в соответствии с настоящим изобретением демонстрирует защи-

ту плодов после провокации вирулентным гетерологичным PPV, это свидетельствует о том, что вакцина 

является безопасной и эффективной для профилактики виремии и инфицирования плода PPV при при-

менении всего 1 мкг вакцины. Кроме того, продемонстрировано, что вакцина также защищает от гетеро-

логичного европейского штамма для провокационного заражения PPV. Таким образом, вакцина обладает 

широким спектром защиты, поскольку вакцина защищает от гетерологичных североамериканских, а 

также гетерологичных европейских штаммов для провокационного заражения. 

Все композиции и способы, которые раскрываются и заявляются авторами, могут быть получены и 

выполнены без лишних экспериментов в свете представленного описания. Хотя композиции и способы 

согласно настоящему изобретению были описаны на примерах предпочтительных вариантов осуществ-

ления, специалистам в данной области станет понятна возможность внесения изменений в композиции и 

способы и этапы или последовательность этапов описанного авторами способа без отклонения от идеи, 

сущности и объема изобретения. Более конкретно, станет очевидно, что некоторые агенты, которые яв-

ляются химически и физиологически родственными, могут замещать описанные авторами агенты при 

достижении таких же или подобных результатов. Все подобные замещения и модификации, являющиеся 

очевидными для специалистов в данной области, считаются охватываемыми сущностью, объемом и иде-

ей изобретения, которые определяются представленной ниже формулой изобретения. 

Пример 9. 

Подтверждение концепции свиного парвовируса (PPV)/Определение дозы вакцины субъединичной 
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комбинированной вакцины против PPV с Erysipelothrix rhusiopathiae и/или вирусом свиного репродук-

тивного и респираторного синдрома у свинок случного возраста. 

Цель этого исследования провокационной вакцинации состоит в обеспечении данных по ассоции-

рованному применению Ingelvac PRRSV MLV с экспериментальной субъединичной комбинированной 

вакциной против свиного парвовируса (PPV) с бактерином Erysipelothrix rhusiopathiae (Ery) и в опреде-

лении дозы в подтверждение концепции эффективности для комбинированной вакцины против PPV с 

бактерином Ery у свинок 5-6-месячного возраста. 

67 свинок брали из стада, предварительно обследованного на отсутствие PPV без заболевания PPV 

в анамнезе или вакцинации. Свинок рандомизированно распределяли по шести экспериментальным 

группам n=9, смешанным в трех загонах, получавших вакцинацию на DO и стимуляцию на D21:  

Т1 Негативный контроль, Т2 PPV 10 мкг, Т3 PPV 0,1 мкг + Ery 10 logs, T4 PPV 1,0 мкг + Ery 10 logs,  

T5 PPV 10 мкг + Ery 10 logs, T6 Позитивный контроль (FarrowSure" GOLD). Включали трех не получав-

ших лечения контрольных (NTX) свинок, по одной на загон. Кроме того, десять свинок помещали в от-

дельном здании, и они получали Т7 PPV 10 мкг + Егу 10 logs для регидратации Ingelvac PRRSV MLV 

для оценки эффективности PPV при комбинации с серийно выпускаемой вакциной против свиного ре-

продуктивного и респираторного синдрома (PRRS). T7 представляет исследуемую группу для этого при-

мера 9. 

Свинок вакцинировали и спаривали; 54 из 67 свинок забеременели. Приблизительно после 40 дней 

беременности (dG) свинок NTX подвергали вскрытию, а остальных свинок инокулировали 6 мл штамма 

PPV PPV002346-5 в количестве 4,25 log10TCID50 на дозу (2 мл внутримышечно и 2 мл в каждую ноздрю 

интраназально. У свинок еженедельно брали кровь, за исключением периодов синхронизации и спарива-

ния (D35-D70), и сыворотку испытывали, как описывается в табл. 12. 

Таблица 12 

Образцы и лабораторное испытание, свинки 

 
Свинок подвергали вскрытию в D129 или D130 (~90 dG). При вскрытии репродуктивный тракт ка-

ждой свинки извлекали и записывали позицию плода в матке, состояние плода, его размер и вес. Соби-

рали образцы торакальной промывки и легких с каждого плода. Образцы торакальной промывки испы-

тывали на наличие PPV при помощи ПЦР и на наличие антитела PPV при помощи ингибирования ге-

магглютинации (HI). Легочную ткань хранили в замороженном виде. 

Свинки Т7 демонстрировали серологическую реакцию на вакцинацию и не были виремическими 

после провокации. При вскрытии 97,37% (111/114) из плодов Т7 были в нормальном состоянии, и только 

один плод оказался позитивным на PPV. В отличие от них, все свинки Т1 были серонегативными во вре-

мя фазы вакцинации и сероконвертировались и становились виремическими после провокации. При 

вскрытии только 22,50% (18/80) плодов Т1 были в нормальном состоянии, а 83,75% (67/80) оказались 

позитивными на инфекцию PPV, согласно ПЦР жидкости торакальной промывки. Таким образом, ком-

бинированная вакцина (PPV 10 мкг + Ery) с Ingelvac PRRS MLV была эффективной в предотвращении 

виремии и инфекции PPV плодов на 40dG. 

План исследования. 

Таблица 13 

План исследования 
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#Количество; 

NTX = контроль без лечения/провокации; 

IN = интраназальное; 

IM = внутримышечное; 

dG = дней беременности. 

Материалы. 

Контрольный продукт: контрольный продукт, который вводили негативным контрольным (Т1) жи-

вотным, был стерильным разбавителем (партия #240), приготовленным с использованием воды для инъ-

екций (WFI) из очищенной воды в BIVI, St. Joseph МО, США. Контрольный продукт поставлялся в объ-

еме наполнения 100 мл в пластиковых бутылках. 2 мл дозу вводили в правую шейную мышцу в D0 с  

2 мл бустерной дозой, которую вводили в левую шейную мышцу в D21. 

Вакцина: исследуемой комбинированной вакциной для Т7 была экспериментальная субъединичная 

комбинированная вакцина против PPV с бактерином Ery, используемым для регидратации Ingelvac 

PRRS MLV. Сер. #311-171 направляли в количестве 10 мкг/дозу для PPV в комбинации с 10 log/дозу 

убитого бактерина Ery, поставляемого сотрудником лаборатории в пластиковых бутылках, содержавших 

20 мл (10 доз). Одну бутылку Сер. #311-171 использовали для регидратации одной бутылки коммерче-

ской серии Ingelvac PRRS MLV, получаемой от исследователя, Сер. #245-В53. 2 мл дозу вводили в пра-

вую шейную мышцу в D0 с 2 мл бустерной дозой, которую вводили в левую шейную мышцу в D21. 

Материал для провокации: материал для провокации производился сотрудником лаборатории, 

BIVI-R&D, Ames IA, перед осуществлением провокации. PPV, штамм 002346-5, направляли в количестве 

5 log10 TCID50 на дозу, 6 мл доза (партия #354-021) и держали на льду во время выполнения провокации. 

Титры провокации определяли путем анализа TCID50 на удерживаемом материале после провокации, 

который хранили при 4°С. Конечный титр материала для провокации составлял 3,47 log/мл или  

4,25 log/6 мл дозу. В D80 всех свинок инокулировали 2 мл материала для провокации в каждую ноздрю, 

а также 2 мл внутримышечно в правую шейную мышцу. 

Способы. 

Вскрытие и оценка плода: в D79 всех свинок NTX умерщвляли путем внутривенной инъекции бар-

битурата, а в D129 и D130 умерщвляли всех оставшихся свинок. Для каждого вскрытия извлекали репро-

дуктивный тракт и плоды доставали в асептических условиях путем кесарева сечения. Плоды идентифи-

цировали при помощи идентификатора плодов, состоящего из идентификационного номера свинки с 

последующим указанием буквы (R для "правой трубы" или L для левой трубы) и числа, поскольку плод 

появляется из разветвления матки. Записывали состояние плода (нормальное или мумия), его размер и 

вес. 

Сбор образцов плодов: во избежание перекрестного загрязнения образцов применяли все соответ-

ствующие технологии для стерилизации или очистки рабочих зон и инструмента между манипуляциями 

с каждым плодом и каждым образцом, как при вскрытии, так и в лаборатории. Образцы маркировали, 

указывая идентификатор плода, тип образца, день исследования и день сбора. Как можно раньше в день 

сбора образцы доставляли на льду сотруднику лаборатории. Сотрудник лаборатории или назначенное 

лицо обрабатывали каждый образец с применением соответствующих технологий во избежание перекре-

стного загрязнения при аликвотировании каждого образца по пробиркам надлежащего размера и с над-

лежащей маркировкой. Одну аликвотную часть отправляли в ISU-VDL. Наличие вируса измеряли в каж-

дом образце при помощи ПЦР. Остальные аликвоты хранили при -70°С в BIVI-R&D - Ames. 

Сбор торакальной промывки: в максимально асептических условиях исследователь собирал тора-

кальную промывку из каждого плода. В общих чертах, 3 мл стерильного PBS путем инъекции вводили в 

грудную полость при помощи стерильной иглы и шприца. Как можно больше жидкости отсасывали на-

зад в шприц, а затем вводили в SST соответствующего размера. 

Статистические способы. 

Экспериментальная единица: свинка была экспериментальной единицей для Т1-Т6. В случае срав-

нений с Т7 помещение было экспериментальной единицей в том смысле, что размещение Т7 было от-

дельным от других экспериментальных групп. 

Обоснование числа животных: согласно Европейской фармакопее, требуется по меньшей мере  

семь вакцинированных свинок и пять контрольных свинок для введения провоцирующих доз  

(EPh 01/2008:0965). В запасе предусматривалось девять или десять свинок на каждую группу, с учетом 

свинок, которые могут не забеременеть. 

Рандомизация: перед началом исследования статистик получал идентификационные номера свинок 

и рандомизированно распределял свинок по загонам и экспериментальным группам на полностью слу-
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чайной основе. Три свинки были рандомизированно включены в группу NTX, десять свинок были ран-

домизированно включены в группу Т7, а остальные свинки были рандомизированно поровну распреде-

лены по группам Т1, Т2, Т3, Т4, Т5 и Т6. Свинки Т1-6 и свинки NTX были поровну распределены по 

трем загонам в Сарае 1. Свинки Т7 были размещены по одной в загонах в Сарае 2. 

Критерии слепого режима: в течение всего исследования от любого персонала, задействованного в 

сборе данных или выполнении лабораторных анализов, было скрыто распределение свинок по экспери-

ментальным группам Т1, Т2, Т3, Т4, Т5 и Т6. Поскольку свинки Т7 и NTX были размещены отдельно и 

сыворотку испытывали на антитело PRRSV, слепой режим в отношении этих двух групп не мог быть 

применен для персонала. Препараты вводились лицом, не участвующим в сборе данных. 

Управление данными: статистический анализ данных осуществлялся статистиком. Все данные им-

портировали в SAS версии 9.2 (Cary, USA/North Carolina, SAS Institute Inc.) для обработки и анализа. 

Результаты. 

В сводке этого исследования представлены только сравнения для негативного контроля (Т1) с 

группой, получавшей PPV 10 мкг + Ery 10 log для регидратации Ingelvac PRRSV MLV (Т7), и пред-

ставлены данные для групп Т1, Т7 и NTX. 

Результаты свинок: в D0 все свинки были серологически негативными на PRRSV согласно ELISA. 

В D21, D80 и D128 все свинки Т7 были серопозитивными на PRRSV. В D73 все свинки Т7 были серопо-

зитивными, и свинки во всех других экспериментальных группах были серонегативными. 

Среднее геометрическое титров PPV HI для Т7 становилось и оставалось серопозитивным после бу-

стерной вакцинации в D21, тогда как среднее геометрическое титров PPV HI для групп Т1 и NTX остава-

лось серологически негативным (<100) в течение фазы вакцинации. После D80, когда свинки Т1 и Т7 

получали провоцирующие дозы PPV, обе группы были серопозитивными. 

Все свинки были негативными на виремию PPV перед провокацией в D0, D73 (данные не показаны) 

и D80 (0). Все негативные контрольные животные были виремическими в D87, и 4/7 были виремически-

ми в D94. 

Таблица 14 

Распределение частоты PPV-позитивных свинок (ПЦР), получивших  

провокационную дозу PPV после 40 дней беременности (dG) на D80 

 
Результаты плодов: все плоды NTX считались нормальными согласно вскрытию в D80 (0). При 

окончательном вскрытии на D129 и D130 22,5% плодов Т1 (негативный контроль) были нормальными, 

тогда как в Т7 99,12% плодов были нормальными. Средний размер и вес плодов Т1 (негативный кон-

троль) составлял 11,5 см и 168,8 г соответственно, тогда как средний размер и вес плодов в Т7 составлял 

17,8 см и 576,3 г соответственно. 

Все плоды NTX были PPV-негативными согласно ПЦР на образцах торакальной промывки. Инфек-

ция PPV подтверждалась у 67/80 негативных контрольных плодов Т1 (83,75%). 62 из 67 негативных кон-

трольных плодов, у которых была подтверждена инфекция PPV, были мумиями. Все 18 плодов нормаль-

ного вида были из одного выводка, и только у пяти из этих 18 плодов подтверждалось наличие PPV. Для 

Т7 только одна свинья была инфицирована с уровнем инфекции <1%. 
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Таблица 15 

Детали помета: количество, размер, вес и состояние плодов и лабораторное  

подтверждение инфекции PPV (ПЦР на образцах торакальной промывки) 

 
Обсуждение/заключение. 

Свинки NTX остаются серологически негативными, и все их плоды были PPV-негативными соглас-

но ПЦР на образцах торакальной промывки. 

Свинки, которым вводили Т7 (10 мкг PPV+Ery+PRRSV), проявляли серологическую реакцию на 

первоначальную вакцинацию и оставались серопозитивными после бустерной вакцинации. Ни одна из 

свинок Т7 не была виремической в дни еженедельного забора образцов после провокации. При вскрытии 

97,37% (111/114) плодов Т7 были в нормальном состоянии и только один плод оказался позитивным на 

инфекцию PPV согласно ПЦР жидкости торакальной промывки. В отличие от них, свинки, которым вво-

дили Т1 (негативный контроль), были серонегативными во время фазы вакцинации и после провокации, 

все свинки сероконвертировались и становились виремическими. Средний размер и средний вес плодов 

Т1 были значительно меньшими, чем в среднем в группе Т7. При вскрытии только 22,50% (18/80) из 

плодов Т1 были в нормальном состоянии, и 83,75% (67/80) оказались позитивными на инфекцию PPV, 

согласно ПЦР жидкости торакальной промывки. 

Таким образом, комбинированная вакцина (PPV 10 мкг + Ery) с PRRS MLV была эффективной в 

предотвращении виремии и инфекции PPV плодов на 40dG. 

Список последовательностей 

SEQ ID NO: 4 представляет собой кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность 

PPV 27a VP2, которая была подвергнута дальнейшей модификации таким образом, чтобы включать два 

сайта рестрикционного фермента ClaI (в аминокислотной позиции 25 находится изолейциновый остаток, 

в аминокислотной позиции 36 находится сериновый остаток, в аминокислотной позиции 37 находится 

изолейциновый остаток), чтобы примыкать к кодирующему участку VP2, состоящему из глициновых 

повторов. Однако сайты ClaI включали таким образом, чтобы не прерывать кодирующий участок VP2. 

SEQ ID NO: 2 представляет собой белковую последовательность, соответствующую SEQ ID NO: 4.  

SEQ ID NO: 3 представляет собой кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность PPV 27a 

VP2 (без сайтов рестрикционных ферментов ClaI). SEQ ID NO: 1 представляет собой белковую последо-

вательность, соответствующую SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 5-16 представляют другие белковые последо-

вательности PPV VP2 с (SEQ ID NO: 5-10) или без (SEQ ID NO: 11-16) сайтов ClaI. SEQ ID NO: 17 соот-

ветствует последовательности дикого типа PRRSV Lelystad, и SEQ ID NO: 18 соответствует последова-

тельности дикого типа PRRSV VR2332. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Иммуногенная композиция, которая включает: 

(а) по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV), причем по меньшей мере один анти-

ген PPV является одним или несколькими субъединицами PPV, и по меньшей мере одна субъединица 

(субъединицы) PPV представляет собой вирусный белок 2 PPV (VP2), где VP2 PPV состоит из аминокис-

лотной последовательности, по меньшей мере на 99%, предпочтительно на 100% идентичной последова-

тельности с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 2, где предпочтительно VP2 PPV являет-

ся единственным антигеном PPV; и 

(б) по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома 

(PRRS), причем по меньшей мере один антиген вируса PRRS представляет собой живой аттенуирован-

ный/модифицированный живой вирус PRRS, выбранный из группы, состоящей из живого аттенуирован-

ного/модифицированного живого вируса PRRS генотипа 1, живого аттенуированно-

го/модифицированного живого вируса PRRS генотипа 2, живого аттенуированного/модифицированного 
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живого штамма 94881 вируса PRRS и штамма вируса PRRS, депонированного VR-2332 в АТСС. 

2. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что иммуногенную композицию получают 

для введения в форме разовой дозы или двумя дозами. 

3. Иммуногенная композиция по любому из пп.1, 2, отличающаяся тем, что иммуногенная компо-

зиция дополнительно включает по меньшей мере один фармацевтически приемлемый носитель, пред-

почтительно карбомер. 

4. Иммуногенная композиция по любому из пп.1-3, отличающаяся тем, что иммуногенная компози-

ция включает от 0,1 до 50 мкг антигена PPV VP2, предпочтительно от 0,5 до 10 мкг антигена PPV VP2, 

более предпочтительно от 1,0 до 10 мкг антигена PPV VP2 и/или от 3,9 до 7,0 log10TCID50 живого атте-

нуированного/модифицированного живого вируса PRRS. 

5. Иммуногенная композиция по любому из пп.1-4, отличающаяся тем, что по меньшей мере один 

антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и 

респираторного синдрома (PRRS) содержатся вместе в одном контейнере или отделены друг от друга 

пространством, предпочтительно содержатся в двух или более отдельных контейнерах. 

6. Набор, включающий иммуногенную композицию по любому из пп.1-5 и инструкцию по смеши-

ванию пространственно разделенных по меньшей мере одного антигена PPV и по меньшей мере одного 

антигена вируса PRRS для получения иммуногенной композиции. 

7. Набор по п.6, отличающийся тем, что по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV) 

и по меньшей мере один антиген вируса свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS) 

содержатся отдельно друг от друга в двух или более отдельных контейнерах, предпочтительно незави-

симо друг от друга в лиофилизированной или замороженной форме, и набор также включает инструкцию 

с руководством по смешиванию разделенных пространством по меньшей мере одного антигена PPV и по 

меньшей мере одного антигена вируса PRRS, причем такая инструкция с руководством предпочтительно 

содержит указания по комбинированию содержимого контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере 

один антиген PPV, с содержимым контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере один антиген ви-

руса PPRS, причем более предпочтительно жидкое содержимое контейнера(ов), содержащего(их) по 

меньшей мере один антиген PPV, используют в качестве разбавителя для лиофилизированного содержи-

мого контейнера(ов), содержащего(их) по меньшей мере один антиген вируса PRRS. 

8. Набор по любому из пп.6, 7, отличающийся тем, что набор дополнительно включает указания по 

лечению и/или профилактике заболеваний у свиней и/или также включает указания по лечению и/или 

профилактике инфекций вируса PPV и/или вируса PRRS, причем такой набор предпочтительно также 

включает указания по ассоциированному применению компонента PPV (предпочтительно в качестве 

отдельного компонента набора) и компонента PRRSV (предпочтительно в качестве отдельного компо-

нента набора) иммуногенной композиции по любому из предыдущих пунктов, включенной в такой на-

бор. 

9. Применение иммуногенной композиции по любому из пп.1-5 или набора по любому из пп.6-8 в 

качестве лекарственного средства, предпочтительно вакцины, для лечения и/или профилактики инфек-

ции вируса PPV и/или вируса PRRS, снижения, профилактики или лечения клинических признаков, вы-

званных инфекцией PPV и/или вирусом PRRS, или для лечения и/или профилактики заболевания, вы-

званного инфицированием PPV и/или вирусом PRRS, отличающееся тем, что в предпочтительном вари-

анте по меньшей мере один антиген свиного парвовируса (PPV) и по меньшей мере один антиген вируса 

свиного репродуктивного и респираторного синдрома (PRRS) вводят субъекту одновременно, более 

предпочтительно по отдельности одновременно в одном или различных местах введения, последователь-

но (в любом порядке) и/или с регулированием по времени. 
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