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(57) Abstract: 

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: invention refers to veterinary

science. Using ORF-2 PCV-2 protein for preparing an
immunogenic composition applicable for relieving
concurrent infections caused by one or more viral
(e.g. PRRS), bacterial and/or fungal pathogens (e.g.
Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus
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reduced by more than 10% as compared to an
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EFFECT: relieving the concurrent infections
caused by one or more viral (eg PRRS), bacterial
and/or fungal pathogens.
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Перечень последовательностей
В настоящую заявку входит перечень последовательностей в бумажной и

электронной версии, сущность и содержание которого включено в настоящее
описание в качестве ссылки. Перечень последовательностей идентичен перечню,
включенному в WO 06/072065.

Предпосылки создания изобретения
Область техники, к которой относится изобретение
Настоящее изобретение относится к ветеринарии, в частности к инфекционным

болезням. Кроме того, настоящее изобретение относится к способу снижения
сопутствующих инфекций у свиней, которые вызываются патогенами, отличными
от PCV2.

Описание известного уровня техники
В 1996 г. было описано новое заболевание, обозначенное как «синдром после

отъемного мультисистемного истощения» (PMWS), применительно к случаям,
которые были обнаружены в Канаде 5-ю годами раньше (Clark Т. Pathology of the
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome of Pigs, 1996, cc.22-25). В качестве основного
возбудителя этого синдрома болезни был идентифицирован цирковирус свиней типа 2
(PCV2). При этом PMWS обнаружен практически во всех регионах мира, в которых
разводят свиней (Brunborg I.M., Moldal Т., Jonassen C.M., J Virol Methods 15, 122(2), 20
декабря 2004 г., cc.171-178). Наиболее часто поражаются свиньи возрастом 5-15
недель (Allan G, McNeilly F., PMWS/PCVD: Diagnosis, Disease and Control: What do we
know?, 16 июля-19 июля 2006 г., Allan GM и др., Vet Microbiol, 98(2), 4 февраля 2004 г.,
cc.165-168; Chae C., Vet J, 168(1), июль 2004 г., cc.41-49). Клинические признаки
включают значительное увеличение коэффициента смертности, истощение,
генерализованное увеличение лимфатических узлов, респираторные симптомы и
иногда бледность, желтуху и диарею (Chae C., Vet J, 169(3), май 2005 г., cc.326-336;
Segales J. и др., Vet Microbiol, 98(2), 4 февраля 2004 г., cc.151-158). Эти клинические
признаки не все проявляются одновременно в пораженном PMWS стаде свиней, но,
вероятно, что проявление клинических признаков косвенно связано со
специфическими для фермы копатогенами, мишенью которых являются различные
системы органов (Krakowka S. и др., Vet Pathol, 38(1), январь 2001 г., cc.31-42).
Эпидемиологические исследования продемонстрировали, что наиболее часто синдром
заболевания встречается в сочетании с присутствием возбудителя репродуктивно-
респираторного синдрома свиней (PRRSV), вируса свиного гриппа (SIV), парвовируса
свиней (PPV), Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Streptococcus
suis и Mycoplasma hyopneumoniae (Chae C., Vet J, 168(1), июль 2004 г., cc.41-49).

Было постулировано, что для проявления PMWS основное значение имеет
активация иммунной системы (Krakowka S. и др., Vet Pathol, 38(1), январь 2001 г., cc.31-
42). В то время как экспериментальная инокуляция только PCV2 приводила к
возникновению лишь асимптоматических инфекций и очень незначительного
гистологического проявления воспаления, двойное заражение PCV2 и PPV или PRRSV
приводило к более серьезным клиническим признакам, макроскопическим и
гистологическим повреждениям, более широкому распространению и более высокому
уровню вирусной нагрузки PCV2 в пораженных тканях. Эти результаты позволяют
предположить, что основную роль играет PCV2, поскольку заражение только PRRSV
или PPV не приводит к сопоставимым клиническим признакам или
повреждениям (Allan и др., J Comp Pathol, 121(1), июль 1999 г., cc.1-11; Allan G.M. и др.,
Arch Virol. 145(11), 2000, cc.2421-2429; Harms P.A. и др., Vet Pathol, 38(5), сентябрь 2001
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г., cc.528-539; Krakowka S. и др., Vet Pathol, 37(3), май 2000 г., cc.254-263; Ostanello F. и
др., Vet Microbiol, 108(3-4), 1 июля 2005 г., cc.179-186; Rovira А. и др., J Virol, 76(7),
апреля 2002 г., cc.3232-3239). Кроме того, аналогичного усиления серьезности
заболевания можно достигать также в отсутствии коинфицирующих агентов при
иммуностимуляции свиней гемоцианином лимфы улитки в неполном адъюванте
Фрейнда (KLH/ICFA) (Krakowka S. и др., Vet Pathol, 38(1), январь 2001 г., cc.31-42).

Воздействие PCV2 на иммунную систему свиней пока недостаточно изучено.
Известно, что основными клетками-мишенями, в которых происходит
репликация PCV2, являются линия клеток моноцитов/макрофагов, а также другие
антигенпрезентирующие клетки, такие как фолликулярные дендритные
клетки (Darwich L. и др., Arch Virol, 149(5), май 2004 г., cc.857-874). В нескольких
исследованиях было выдвинуто предположение о том, что PCV2 заражает делящиеся
клетки, макрофаги и В-лимфоциты, индуцируя апоптоз В-клеток, что приводит к
повреждению лимфоидных тканей, обусловливающему значительное истощение
лимфоцитов (Darwich L. и др., Arch Virol, 149(5), май 2004 г., cc.857-874). У
пораженных PMWS свиней, прежде всего, проявляются инфильтрация гистиоцитов и
истощение лимфоцитов, как фолликулярных центров, так и парафолликулярных зон,
т.е. симптомы, ассоциированные с присутствием PCV2 (Segales J. и др., Vet Microbiol,
98(2), 4 февраля 2004 г., cc.151-8; Darwich L. и др., Arch Virol, 149(5), май 2004, cc.857-
874). Эти факты позволяют предположить, что заражение PCV2 может приводить к
иммуносупрессии (Darwich L. и др., Arch Virol, 149(5), май 2004, cc.857-874; Krakowka S.
и др., Viral Immunol 15(4), 2002, cc.567-582).

Подходы к лечению вызываемых PCV2 инфекций, основанные на применении ДНК-
вакцины, описаны в US 6703023. В WO 03/049703 описано получение живой химерной
вакцины, содержащей каркас PCV-1, в которой ген каркаса PCV-1 заменен на
иммуногенный ген патогенных штаммов PCV2. В WO 99/18214 описано несколько
штаммов PCV2 и процедуры получения убитой вакцины против PVC2. Эффективная
субъединичная вакцина на основе ОРС-2 (открытой рамки считывания 2) описана
в WO 06/072065. Любая из указанных вакцин предназначена для применения с целью
вакцинации/лечения свиней от PMWS.

В настоящее время отсутствуют данные о потенциальной роли вызываемых PCV2
инфекций на встречаемость сопутствующих инфекций, которые вызываются
различными соответствующими свиными патогенами. В частности, отсутствуют
данные о потенциальном взаимодействии PCV2 и специфических патогенов, таких
как Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyorhinis, Pasteurella
multocida, PRRSV, Salmonella spp., SIV или Strepococcus suis. Кроме того, несмотря на
то, что уже в течение некоторого времени известны различные вакцины против PCV2,
их воздействие на сопутствующие отличные от PCV2 инфекции свиней пока не
установлено.

Краткое описание чертежа
На чертеже показан профиль появления вируса PCV2 в крови (виремия). Получали

образцы крови из предварительно отобранных обработанных плацебо животных
(фиг.1А; n=110) и вакцинированных животных (фиг.1Б; n=110) в определенные
моменты времени. На основе результатов количественной ПЦР животных
группировали в классы животных с субклиническими вирусными нагрузками (104-106

геномных эквивалентов (гЭ)/мл) и с клинически значимыми вирусными нагрузками
(>106 гЭ/мл). Белыми столбиками обозначена доля животных с субклиническими
вирусными нагрузками, а черные столбики иллюстрируют долю животных с
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клинически значимыми вирусными нагрузками в день отбора образцов.
Подробное описание изобретения
При создании настоящего изобретения неожиданно было установлено, что вакцина

против PCV2 может не только снижать процент PCV2-инфекций у свиней или в стаде
свиней, но также снижать процент сопутствующих инфекций, вызываемых
патогенами, отличными от цирковируса, в частности отличными от PCV2.

Таким образом, одним из объектов настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней,
вызываемых одним или несколькими патогенами, которые отличны от PCV2,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, которая содержит антиген PCV2.
Понятие «сопутствующие инфекции» в контексте настоящего описания означает

(но, не ограничиваясь только ими) любую инфекцию свиней, вызываемую такими
патогенами как вирусы, бактерии, грибы или черви, отличными от цирковируса, в
частности, отличными от PCV2. Понятие «сопутствующий патоген» в контексте
настоящего описания означает (но, не ограничиваясь только ими) патоген свиней,
отличный от цирковируса, в частности, отличный от PCV2. Таким образом,
следующим объектом настоящего изобретения является способ снижения процента
сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, вызываемых одним или
несколькими патогенами, такими как вирусы, бактерии, грибы или черви, отличными
от цирковируса, в частности, отличными от PCV2, заключающийся в том, что вводят
свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную композицию,
которая содержит антиген PCV2. Предпочтительно сопутствующие инфекции
вызываются одним или несколькими бактериальными, вирусными или грибными
патогенами или их комбинациями. Более предпочтительно сопутствующие инфекции
вызываются одним или несколькими бактериальными или вирусными патогенами или
их комбинацией.

Согласно другому объекту настоящего изобретения понятие «сопутствующие
инфекции» означает также, что свинью, которая заражена одним или несколькими
сопутствующими патогенами, отличными от цирковируса, в частности
отличными PCV2, коинфицируют PCV2. Таким образом, следующим объектом
настоящего изобретения является способ снижения процента сопутствующих
инфекций у свиней или в стаде свиней, коинфицированных PCV2, в котором
сопутствующие инфекции вызываются одним или несколькими патогенами,
отличными от цирковируса, в частности отличными от PCV2, заключающийся в том,
что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную
композицию, которая содержит антиген PCV2. Предпочтительно сопутствующие
инфекции вызываются одним или несколькими такими патогенами как вирусы,
бактерии, грибы или черви, отличными от цирковируса, в частности, отличными
от PCV2.

Понятие «коинфицированный PCV2» в контексте настоящего изобретения
означает (но, не ограничиваясь только ими) любую форму коинфекции PCV2, это
означает, что заражение PCV2 имеет место до, одновременно или после заражения
патогенами, отличными от цирковируса, в частности, отличными от PCV2. Под
понятие подпадают также субклинические, имеющие клиническое проявление,
молниеносные и хронические формы вызываемых PCV2 инфекций. В этом контексте
формы проявления не ограничены PMWS, а включают также другие клинические
проявления вызываемых PCV2 инфекций, такие как комплекс респираторных болезней
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свиней (PRDC), синдром свиного дерматита и нефропатии (PDNS), снижение
репродуктивной функции, гранулематозные энтериты и, возможно, врожденный
тремор (CT-AII) и перинатальный миокардит (Chae, Veterinary J., 169, 2005, cc.326-336).

Однако понятие «сопутствующая инфекция» не обязательно подразумевает, что
свинья или стадо свиней конинфицированы PCV2. Понятие «сопутствующая
инфекция» относится также (но, не ограничиваясь только ими) к случаям, когда
свиньи или стадо свиней подвергаются воздействию PCV2 или имеют риск
заражения PCV2. Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения
является способ снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде
свиней, которые подвергаются воздействию PCV2 или подвергаются риску
заражения PCV2 или являются чувствительными к заражению PCV2, где
сопутствующие инфекции вызываются одним или несколькими патогенами,
отличными от цирковируса, в частности, отличными от PCV2, заключающийся в том,
что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную
композицию, которая содержит антиген PCV2. Предпочтительно сопутствующие
инфекции вызываются одним или несколькими такими патогенами как вирусы,
бактерии, грибы или черви, отличными от цирковируса, в частности, отличными
от PCV2.

Понятие «снижение процента сопутствующих инфекций» означает, что количество
свиней, зараженных патогеном, отличным от цирковируса, снижено более чем на 10%,
предпочтительно более чем на 20%, более предпочтительно более чем на 30%, еще
более предпочтительно более чем на 40%, еще более предпочтительно более чем
на 50%, еще более предпочтительно более чем на 60%, еще более предпочтительно
более чем на 80%, еще более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с
невакцинированной контрольной группой. В этом контексте понятие
«невакцинированная контрольная группа» означает группу свиней, которым не
вводили в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную композицию,
содержащую антиген PCV2. Таким образом, следующим объектом настоящего
изобретения является способ снижения процента сопутствующих инфекций у свиней
или в стаде свиней, вызываемых патогеном, отличным от цирковируса, в частности
отличным от PCV2, заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном
количестве антиген PCV2 или иммуногенную композицию, которая содержит
антиген PCV2, в котором количество свиней, зараженных патогеном, отличным от
цирковируса, снижают более чем на 10%, предпочтительно более чем на 20%, более
предпочтительно более чем на 30%, еще более предпочтительно более чем на 40%, еще
более предпочтительно более чем на 50%, еще более предпочтительно более чем
на 60%, еще более предпочтительно более чем на 80%, еще более предпочтительно
более чем на 100% по сравнению с невакцинированной контрольной группой.
Предпочтительно сопутствующая инфекция вызывается вирусным, бактериальным
или грибным патогеном, отличным от цирковируса, в частности, отличным от PCV2.
Более предпочтительно свиньи или стадо свиней коинфицированы PCV2, как указано
выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2 или
чувствительны к заражению PCV2.

Сопутствующие инфекции, вызываемые вирусным, бактериальным или грибным
патогеном, отличным от цирковируса, в частности, отличным от PCV2, могут
проявляться у зараженных животных в виде энтерита, симптомов, связанных с
воздействием на респираторную систему, репродуктивную систему, центральную
нервную систему или локомоторную активность. Можно снижать проявление любого
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из указанных клинических симптомов, вызываемых соответствующими патогенами.
Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими отличными от PCV2 патогенами, заражение
которыми может проявляться в виде энтерита, воздействия на респираторную систему,
репродуктивную систему, центральную нервную систему или локомоторную
активность, заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве
антиген PCV2 или иммуногенную композицию, которая содержит антиген PCV2.
Предпочтительно свиньи коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты
воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2 или чувствительны к
заражению PCV2. Более предпочтительно количество свиней, инфицированных
отличным от цирковируса патогеном, заражение которым проявляется в виде
энтерита, воздействия на респираторную систему, репродуктивную систему,
центральную нервную систему или локомоторную активность, снижают касательно
патогена, заражение которым проявляется в виде энтерита, воздействия на
респираторную систему, репродуктивную систему или центральную нервную систему
или локомоторную активность, более чем на 10%, предпочтительно более чем на 20%,
более предпочтительно более чем на 30%, еще более предпочтительно более чем
на 40%, еще более предпочтительно более чем на 50%, еще более предпочтительно
более чем на 60%, еще более предпочтительно более чем на 80%, еще более
предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной контрольной
группой.

Примерами патогенов, которые вызывают энтерит (энтерических патогенов),
являются Lawsonia intracellularis, E.coli, Streptococcus suis, Clostridium spp, Salmonella
spp., Brachyspira spp., ротавирусы или коронавирусы. Примерами патогенов, которые
оказывают воздействие на респираторную систему, являются PRRSV, Mycoplasma
hyopneumoniae, M. hyorhinis. Примерами патогенов, которые оказывают воздействие на
репродуктивную систему, являются Leptospira spp., PRRSV, Chlamydia spp. Примерами
патогенов, которые оказывают воздействие на локомоторную активность,
являются S. suis, M. hyorhinis, Erysipelotrix rusiopathiae. Примерами патогенов, которые
оказывают воздействие на центральную нервную систему, являются вирус
псевдобешенства, S. suis, Haemophilus sp.

В целом, понятие «патоген, отличный от PCV2» относится (но, не ограничиваясь
только ими) к одному или нескольким патогенам, выбранных из группы,
включающей: Actinobacillus suis; Arcanobacterium pyogenes; Actinobacillus pleuropneumonia
(APP); вирус африканской чумы свиней; Aspergillus spp.; Astroviruses; Ascaris suum;
Blastocystis spp.; Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., B. hyodysenteriae, B. pilosicoli;
Brucella suis, биовары 1, 2 и 3 Brucella suis; Candida spp.; вирус классической чумы
свиней; Clostridium spp., в частности C. difficile, C. perfringens типов A, B и C, C. novyi,
C. septicum, C. difficile, C. tetani; Chlamydia spp., Cryptosporidium spp.; вирус
энцефаломиокардита; Eperythrozoonosis suis; Erysipelothrix ruhsiopathiae; Escherichia coli;
Fusarium spp.; Haemophilus parasuis; гемагглютинирующий вирус энцефаломиелита;
вирус гепатита Е; вирус японского энцефалита; Hyostrongylus rubidus; Lawsonia
intracellularis; Leptospira spp., L. australis, L. canicola, L. grippotyphosa, L. pomona, L.
icterohaemorrhagicae, L. interrogans, L. tarassovi, L. hardjo, L, sejroe, L. bratislava;
Mannheimia haemolytica; вирус вирус «Менангл»; Mycobacterium spp., M. avium, M.
intracellulare, M. tuberculosis; Mycoplasma spp., M. hyopneumoniae, M. hyorhinis; вирус
Нипах; Oesophagostum spp., Oesophagostum dentatum, Oesophagostum quadrospinulatum;
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Pasteurella spp., P. multocida; Penicillium spp.; аденовирус свиней; цитомегаловирус
свиней; энтеритные калицивирусы свиней; энтеритные пикорнавирусы свиней;
парвовирус свиней; респираторный коронавирус свиней; вирус PRRS; вирус
псевдобешенства; реовирус; ротавирус; рубулавирус; Salmonella spp., S. typhimurium, S.
choleraesuis, S. dublin; Sarcoptes spp.; Staphylococcus hyicus; Streptococcus spp., S. suis, S.
porcinus, S. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp. equisimilis; Strongyloides ransomi, вирус
герпеса свиней; вирус свиного гриппа; вирус оспы свиней; вирус трансмиссивного
гастроэнтерита; Trichuris spp. Taenia spp., Trichinella spiralis; вирус везикулезного
стоматита; вирус везикулезной экзантемы свиней; вирус Западного Нила; или Yersina
spp., Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica.

Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими патогенами, отличными от PCV2,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором патогены,
которые вызывают сопутствующие инфекции, выбирают из группы, включающей:
Actinobacillus suis; Arcanobacterium pyogenes; Actinobacillus pleuropneumonia (APP); вирус
африканской чумы свиней; Aspergillus spp.; Astroviruses; Ascaris suum; Blastocystis spp.;
Bordetella bronchiseptica, Brachyspira spp., B. hyodysenteriae, B. pilosicoli; Brucella suis,
биовары 1, 2 и 3 Brucella suis; Candida spp.; вирус классической чумы свиней; Clostridium
spp., в частности C. difficile, C. perfringens типов A, B и C, C. novyi, C. septicum. C.
difficile, C. tetani; Chlamydia spp., Cryptosporidium spp.; вирус энцефаломиокардита;
Eperythrozoonosis suis, Erysipelothrix ruhsiopathiae; Escherichia coli; Fusarium spp.;
Haemophilus parasuis; гемагглютинирующий вирус энцефаломиелита; вирус гепатита Е;
вирус японского энцефалита; Hyostrongylus rubidus; Lawsonia intracellularis; Leptospira
spp., L. australis, L. canicola, L. grippotyphosa, L. pomona, L. icterohaemorrhagicae, L.
interrogans, L. tarassovi, L. hardjo, L. sejroe, L. bratislava; Mannheimia haemolytica; вирус
«Менангл»; Mycobacterium spp., M avium, M. intracellulare, M. tuberculosis; Mycoplasma
spp., M. hyopneumoniae, M. hyorhinis; вирус Нипах; Oesophagostum spp., Oesophagostum
dentatum, Oesophagostum quadrospinulatum; Pasteurella spp., P. multocida; Penicillium spp.;
аденовирус свиней; цитомегаловирус свиней; энтеритные калицивирусы свиней;
энтеритные пикорнавирусы свиней; парвовирус свиней; респираторный коронавирус
свиней; вирус PRRS; вирус псевдобешенства; реовирус; ротавирус; рубулавирус;
Salmonella spp., S. typhimurium, S. choleraesuis, S. dublin; Sarcoptes spp.; Staphylococcus
hyicus; Streptococcus spp., S. suis, S. porcinus, S. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp.
equisimilis; Strongyloides ransomi; вирус герпеса свиней; вирус свиного гриппа; вирус
оспы свиней; вирус трансмиссивного гастроэнтерита; Trichuris spp. Taenia spp.,
Trichinella spiralis; вирус везикулезного стоматита; вирус везикулезной экзантемы
свиней; вирус Западного Нила; или Yersina spp., Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica.

Предпочтительно сопутствующие инфекции вызываются одним или несколькими
патогенами, выбранными из группы, включающей: Actinobacillus pleuropneumoniae;
Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyrhinis; Pasteurella multocida; PRRS; Salmonella spp.
и Strepococcus suis. Более предпочтительно сопутствующие инфекции вызываются
одним или несколькими патогенами, выбранными из группы, включающей:
Actinobacillus pleuropneumoniae; Haemophilus parasuis; Mycoplasma hyrhinis; Pasteurella
multocida; PRRS; Salmonella spp. и Strepococcus suis. Наиболее предпочтительно
сопутствующие инфекции вызываются одним или несколькими патогенами,
выбранными из группы, включающей Actinobacillus pleuropneumomae; Mycoplasma
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hyrhinis и PRRS. Наиболее предпочтительно сопутствующие инфекции
вызываются Mycoplasma hyrhinis и/или PRRS.

Предпочтительно свиньи коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты
воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2, или чувствительны к
заражению PCV2. Более предпочтительно количество свиней, инфицированных одним
или несколькими указанными выше патогенами, отличными от цирковируса, снижают
касательно указанного патогена более чем на 10%, предпочтительно более чем
на 20%, более предпочтительно более чем на 30%, еще более предпочтительно более
чем на 40%, еще более предпочтительно более чем на 50%, еще более предпочтительно
более чем на 60%, еще более предпочтительно более чем на 80%, еще более
предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной контрольной
группой. В случае нескольких инфекций указанное выше снижение уровней относится
к каждому конкретному патогену. Например, снижение более чем на 10%
сопутствующих инфекций у зараженной несколькими патогенами свиньи означает, что
уровень заражения касательно конкретного патогена снижается более чем на 10%.
Это не обязательно означает, что уровень заражения всеми патогенами снижается
более чем на 10% по сравнению с невакцинированной контрольной группой, или в
случае стада, что менее 10% свиней в указанном стаде инфицированы всеми
указанными патогенами.

Понятие «антиген PCV2» в контексте настоящего описания относится к
аминокислотной последовательности, которая вызывает иммунологический ответ
против PCV2 у хозяина. Антиген в контексте настоящего описания включает
полноразмерную последовательность любых белков PCV2, их аналогов или их
иммуногенных фрагментов.

Понятие «иммуногенный фрагмент» обозначает фрагмент белка, который
содержит один или несколько эпитопов, и в результате этого вызывает иммунный
ответ у хозяина. Такие фрагменты можно идентифицировать с помощью любого из
многочисленных методов картирования эпитопов, хорошо известных в данной
области (см., например, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology,
том 66, под ред. Glenn E. Morris, изд-во Humana Press, Totowa, New Jersey, 1996).
Например, линейные эпитопы можно выявлять, например, осуществляя конкурентный
синтез большого количества пептидов на твердых подложках, где пептиды
соответствуют фрагментам молекулы белка, и, подвергая пептиды взаимодействию с
антителами, при этом пептиды остаются прикрепленными к подложкам. Такие
методы известны в данной области и описаны, например в US 4708871; у Geysen и др.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 1984, cc.3998-4002; Geysen и др., Molec. Immunol. 23, 1986,
cc.709-715. Аналогично этому, конформационные эпитопы легко можно
идентифицировать путем определения пространственной конформации аминокислот,
например, с помощью рентгеновской кристаллографии и 2-мерного ядерного
магнитного резонанса (см., например, Epitope Mapping Protocols, выше).

Указанное понятие включает также синтетические антигены, например,
полиэпитопы, фланкирующие эпитопы и другие полученные методами рекомбинации
или синтеза антигены (см., например, Bergmann и др., Eur. J. Immunol. 23, 1993, cc.2777-
2781; Bergmann и др., J. Immunol. 157, 1996, cc.3242-3249; Suhrbier A., Immunol, и Cell
Biol. 75, 1997, cc.402-408; Gardner и др., 12th World AIDS Conference, Geneva, Switzerland,
28 июня-3 июля 1998 г.).

Понятие «иммунный ответ» относится (но, не ограничиваясь только указанным) к
формированию в хозяине клеточно- и/или антитело-опосредованного иммунного
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ответа на представляющий интерес антиген, композицию или вакцину. Как правило,
«иммунный ответ» включает (но, не ограничиваясь только ими) одну или несколько из
следующих реакций: производство или активацию антител, В-клеток, Т-клеток-
хелперов, Т-клеток-супрессоров и/или цитотоксических Т-клеток, специфически
направленных на антиген или антигены, включенный(е) в представляющую интерес
композицию или вакцину. Предпочтительно организм-хозяин должен вырабатывать
либо терапевтический, либо защитный иммунологический (вторичный иммунный)
ответ так, чтобы повышалась устойчивость к новой инфекции и/или снижалась
клиническая серьезность заболевания. Такое защитное действие можно выявлять либо
по снижению уровня или серьезности симптомов, либо по отсутствию одного или
нескольких симптомов, ассоциированных с заражением хозяина PCV2, замедлению
появления вируса в крови (виремия), снижению персистентности вируса, снижению
общей вирусной нагрузки и/или снижению вирусной экскреции.

Понятия «иммуногенная композиция» или «вакцина» (оба понятия являются
синонимами) в контексте настоящего описания относятся к любой фармацевтической
композиции, которая содержит антиген PCV2, при этом, композицию можно
применять для предупреждения или лечения ассоциированного с заражением PCV2
заболевания или состояния у животного. Предпочтительная иммуногенная
композиция может индуцировать, стимулировать или повышать иммунный ответ
на PCV2. Под это понятие подпадают как субъединичные иммуногенные композиции,
описанные ниже, так и композиции, которые содержат убитые (полностью
обезвреженные) или ослабленные и/или инактивированные PCV2.

Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими отличными от PCV2 патогенами,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором
иммуногенная композиция представляет собой субъединичную иммуногенную
композицию, композицию, содержащую полностью обезвреженные или ослабленные
и/или инактивированные PCV2. Предпочтительно свиньи коинфицированы PCV2, как
указано выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2 или
чувствительны к заражению PCV2. Более предпочтительно количество свиней,
инфицированных указанными патогенами, отличными от цирковируса, снижают в
отношении одного или нескольких указанных патогенов более чем на 10%,
предпочтительно более чем на 20%, более предпочтительно более чем на 30%, еще
более предпочтительно более чем на 40%, еще более предпочтительно более чем
на 50%, еще более предпочтительно более чем на 60%, еще более предпочтительно
более чем на 80%, еще более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с
невакцинированной контрольной группой.

В контексте настоящего описания понятие «субъединичная иммуногенная
композиция» относится к композиции, которая содержит по меньшей мере один
иммуногенный полипептид или антиген, но не все антигены, выведенные или
являющиеся гомологами антигена PCV2. Такая композиция практически свободна от
интактного PCV2. Таким образом, «субъединичную иммуногенную композицию»
получают по меньшей мере из частично очищенных или фракционированных
(предпочтительно практически очищенных) иммуногенных полипептидов PCV2, или
их рекомбиантных аналогов. Субъединичная иммуногенная композиция может
содержать субъединицу антигена или антигенов, представляющих интерес, которые
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практически свободны от других антигенов или полипептидов из PCV2 или являются
фракционированными. Предпочтительная иммуногенная субъединичная композиция
содержит белок ОРС-2 PCV2, описанный ниже. Наиболее предпочтительными
являются иммуногенные субъединичные композиции, которые содержат любой из
антигенов PCV2, представленных в WO 06/072065, которая полностью включена в
настоящее описание в качестве ссылки.

Таким образом, следующим объектом изобретения является иммуногенная
композиция, как она определена в контексте настоящего описания, которая наиболее
предпочтительно содержит полипептид или его фрагмент, экспрессируемый ОРС-2
PCV2. ДНК ОРС-2 PCV2 и белок, которые применяют согласно изобретению для
приготовления композиций и с помощью способов, предлагаемых в изобретении,
представляет собой высококонсервативный домен в изолятах PCV2 и поэтому
согласно изобретению любая ОРС-2 PCV2 должна быть эффективной в качестве
источника ДНК ОРС-2 PCV и/или полипептида. Предпочтительным белком ОРС-2
PCV2 является белок, последовательность которого представлена в SEQ ID NO:11
в WO 06/072065. Другим предпочтительным полипептидом ОРС-2 PCV является
полипептид, последовательность которого представлена в SEQ ID NO:5 в WO
06/072065. Однако специалистам в данной области должно быть очевидно, что
последовательность может варьироваться в пределах 6-10% в соответствии с понятием
гомологии последовательностей и все еще сохранять антигенные характеристики,
которые делают ее приемлемой для включения в иммуногенные композиции.
Антигенные характеристики иммунологической композиции можно оценивать,
например, путем экспериментов по контрольному заражению, описанных в примере 4
WO 06/072065. Кроме того, антигенные характеристики модифицированного антигена
все еще сохраняются, когда модифицированный антиген обеспечивает по меньшей
мере 70%, предпочтительно 80%, более предпочтительно 90% защитного иммунитета
по сравнению с белком ОРС-2 PCV2, который кодируется полинуклеотидной
последовательностью, представленной в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4 в WO 06/072065.

Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются отличными от PCV2 патогенами, заключающийся в том, что вводят
свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную композицию,
содержащую антиген PCV2, в котором антиген PCV2 представляет собой антигенный
белок ОРС-2 PCV2, который обеспечивает по меньшей мере 70%,
предпочтительно 80%, более предпочтительно 90% защитного иммунитета по
сравнению с белком ОРС-2 PCV2, который кодируется полинуклеотидной
последовательностью, представленной в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4 в WO 06/072065.

Предпочтительно белок ОРС-2 PCV2 имеет последовательность, представленную
в SEQ ID NO:11 или SEQ ID NO:5 в WO 06/072065. Предпочтительно свиньи
коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют
риск заражения PCV2 или чувствительны к заражению PCV2. Более предпочтительно
количество свиней, инфицированных указанными патогенами, отличными от
цирковируса, снижается более чем на 40%, предпочтительно более чем на 50%, более
предпочтительно более чем на 60%, еще более предпочтительно более чем на 80%, еще
более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной
контрольной группой.

В некоторых вариантах иммуногенные участки белка ОРС-2 PCV2 применяют а
качестве антигенного компонента в иммуногенной композиции, содержащей
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антиген PCV2. Понятие «иммуногенный участок» в контексте настоящего описания
относится к укороченным и/или имеющим замены формам или фрагментам белка
и/или полинуклеотида ОРС-2 PCV2 соответственно. Предпочтительно такие
укороченные и/или имеющие замены формы или фрагменты должны содержать по
меньшей мере 6 смежных аминокислот из полноразмерного полипептида ОРС-2.
Более предпочтительно укороченные или имеющие замены формы или фрагменты
должны содержать по меньшей мере 10, более предпочтительно по меньшей мере 15 и
еще более предпочтительно по меньшей мере 19 смежных аминокислот из
полноразмерного полипептида ОРС-2 PCV. Две предпочтительные в этом плане
последовательности представлены в виде SEQ ID NO:9 и SEQ ID NO:10 в WO 06/072065.
Следует понимать также, что указанные последовательности могут представлять
собой часть более крупных фрагментов или укороченные формы.

Как указано выше, предпочтительным является также любой полипептид ОРС-2
PCV2, который кодируется нуклеотидными последовательностями SEQ ID NO:3
или SEQ ID NO:4. Кроме того, как должно быть очевидно специалистам в данной
области, эта последовательность может варьироваться в пределах 6-20% в
соответствии с понятием гомологии последовательностей и все еще сохранять
антигенные характеристики, которые делают ее приемлемой для включения в
иммуногенные композиции. В некоторых вариантах укороченные или имеющие
замены формы или фрагменты полипептида ОРС-2 PVC2 применяют в качестве
антигенного компонента в композиции. Предпочтительно такие укороченные или
имеющие замены формы или фрагменты должны содержать по меньшей мере 18
смежных нуклеотидов из полноразмерной нуклеотидной последовательности ОРС-2
PVC2, например, SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4. Более предпочтительно укороченные
или имеющие замены формы или фрагменты должны содержать по меньшей мере 30,
более предпочтительно по меньшей мере 45 и еще более предпочтительно по меньшей
мере 57 смежных нуклеотидов из полноразмерной нуклеотидной последовательности
ОРС-2 PVC2, например, представленной в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4.

Понятие «идентичность последовательностей», как известно в данной области,
относится к родству между двумя или большим количеством полипептидных
последовательностей или двумя или большим количеством полинуклеотидных
последовательностей, а именно между референс-последовательностью и
рассматриваемой последовательностью, подлежащей сравнению с референс-
последовательностью. Идентичность последовательностей определяют путем
сравнения данной последовательности с референс-последовательностью после
оптимального выравнивания последовательностей для получения наиболее высокой
степени сходства последовательностей, что определяют по совместимости отрезков
указанных последовательностей. После выравнивания идентичность
последовательностей оценивают по находящимся в одинаковых положениях
основаниям (по типу «положение с положением»), например, последовательности
являются «идентичными» в определенном положении, если в этом положении
нуклеотиды или аминокислотные остатки идентичны. Общее количество таких
идентичных положений затем делят на общее количество нуклеотидов или остатков в
референс-последовательности, получая % идентичности последовательностей.
Идентичность последовательностей легко можно рассчитывать с помощью известных
методов, включая (но, не ограничиваясь только ими) описанные в: Computational
Molecular Biology, под ред. Lesk A.N., изд-во Oxford University Press, New York, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, под ред. Smith D.W., изд-во, Academic
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Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, часть I, под ред. Griffin A.M.
и Griffin H.G., изд-во Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heinge G., изд-во Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, под ред.
Gribskov M. и Devereux J., изд-во M. Stockton Press, New York, 1991; и Carillo H. и Lipman,
D., SIAM J. Applied Math., 48, 1988, с.1073, содержание которых включено в настоящее
описание в качестве ссылки. Предпочтительные методы определения идентичности
последовательностей созданы так, чтобы получать наибольшее соответствие между
изучаемыми последовательностями. Методы определения идентичности
последовательностей приведены в систему в доступных общественности
компьютерных программах, которые позволяют определять идентичность
последовательностей для рассматриваемых последовательностей. Примерами таких
программ являются (но, не ограничиваясь только ими) пакет программ GCG (Devereux
J. и др., Nucleic Acids Research, 12(1), 1984, с.387), BLASTP, BLASTN и FASTA (Altschul
S.F. и др., J. Molec. Biol., 215, 1990, cc.403-410). Программа BLASTX является доступной
для научной общественности от фирмы NCBI и других источников (BLAST Manual,
Altschul S. и др., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul S.F. и др., J. Molec. Biol.,
215, 1990, cc.403-410), содержание которых включено в настоящее описание в качестве
ссылки). Эти программы позволяют осуществлять оптимальное выравнивание
последовательностей с помощью принимаемых по умолчанию значений таких, как вес
бреши, для того, что получать наиболее высокий уровень идентичности
последовательностей для рассматриваемой последовательности и референс-
последовательности. В качестве иллюстрации: когда упоминается полинуклеотид,
нуклеотидная последовательность которого по меньшей мере на 85%,
предпочтительно на 90%, еще более предпочтительно на 95% «идентична
последовательности» нуклеотидной референс-последовательности, то
подразумевается, что нуклеотидная последовательность данного полинуклеотида
идентична референс-последовательности за исключением того, что данная
полинуклеотидная последовательность может включать вплоть до 15,
предпочтительно вплоть до 10, еще боле предпочтительно вплоть до 5 точечных
мутаций на каждые 100 нуклеотидов нуклеотидной референс-последовательности.
Другими словами, для того, чтобы полинуклеотид имел нуклеотидную
последовательность, идентичную по меньшей мере на 85%, предпочтительно на 90%,
еще более предпочтительно на 95% нуклеотидной референс-последовательности,
вплоть до 15%, предпочтительно 10%, еще более предпочтительно 5% нуклеотидов в
референс-последовательности можно изымать путем делеции или заменять на другой
нуклеотид, или вплоть до 15% нуклеотидов, предпочтительно 10%, еще более
предпочтительно 5% от общего количества нуклеотидов в референс-
последовательности можно встраивать в референс-последовательность. Эти мутации
референс-последовательности могут иметь место на 5'- или 3'-конце нуклеотидной
референс-последовательности или в любом положении между этими концами, либо
находясь индивидуально среди нуклеотидов в референс-последовательности, либо в
виде одной или нескольких смежных групп в референс-последовательности.
Аналогично этому, когда упоминают полипептид, аминокислотная
последовательность которого идентична по меньшей мере, например на 85%,
предпочтительно на 90%, еще более предпочтительно на 95% аминокислотной
референс-последовательности, то подразумевают, что рассматриваемая
аминокислотная последовательность полипептида идентична референс-
последовательности за исключением того, что рассматриваемая полипептидная
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последовательность может включать вплоть до 15, предпочтительно вплоть до 10,
еще более предпочтительно вплоть до 5 аминокислотных замен на каждые 100
аминокислот аминокислотной референс-последовательности. Другими словами, для
получения данной полипептидной последовательности, которая по меньшей мере
на 85%, предпочтительно на 90%, еще более предпочтительно на 95% идентична
последовательности аминокислотной референс-последовательности, вплоть до 15%,
предпочтительно вплоть до 10%, еще более предпочтительно вплоть до 5%
аминокислотных остатков в референс-последовательности можно изымать путем
делеции или заменять на другую аминокислоту, или вплоть до 15% аминокислот,
предпочтительно вплоть до 10%, еще более предпочтительно вплоть до 5% от общего
количества аминокислотных остатков в референс-последовательности можно
встраивать в референс-последовательность. Эти изменения референс-
последовательности могут иметь место на амино- или карбоксиконце аминокислотной
референс-последовательности или в любом положении между этими концевыми
положениями, либо находясь индивидуально среди остатков в референс-
последовательности, либо в виде одной или нескольких смежных групп в референс-
последовательности. Предпочтительно положения остатков, которые являются
неидентичными, отличаются консервативными аминокислотными заменами. Однако
консервативные замены не относят к совместимым при определении идентичности
последовательностей.

Определение «гомологии последовательностей» в контексте настоящего описания
относится к методу определения сходства двух последовательностей. Для определения
гомологии последовательностей две или большее количество последовательностей
подвергают оптимальному выравниванию и при необходимости интродуцируют
бреши. В отличие от оценки идентичности последовательностей при определении
гомологии последовательностей консервативные аминокислотные замены считают
удовлетворяющими условиям гомологии. Другими словами, для того, чтобы
полипептид или полинуклеотид имел 95% гомологию последовательности с референс-
последовательностью, 85%, предпочтительно 90%, еще более предпочтительно 95%
аминокислотных остатков или нуклеотидов в референс-последовательности должны
соответствовать или содержать консервативную замену на другую аминокислоту или
нуклеотид, или количество аминокислот или нуклеотидов, составляющее вплоть
до 15%, предпочтительно вплоть до 10%, еще более предпочтительно вплоть до 5% от
общего количества аминокислотных остатков или нуклеотидов, не включая
консервативные замены, в референс-последовательности можно встраивать в
референс-последовательность. Предпочтительно гомологичная последовательность
содержит по меньшей мере участок, состоящий из 50, еще более предпочтительно
из 100, еще более предпочтительно из 250, еще более предпочтительно из 500
нуклеотидов.

Понятие «консервативная замена» относится к замене аминокислотного остатка
или нуклеотида на другой аминокислотный остаток или нуклеотид, имеющий сходные
характеристики или свойства, включая размер, гидрофобность и т.д., в результате чего
общая функциональность не изменяется существенно.

Понятие «выделенный» означает «измененный человеком» относительно его
встречающегося в естественных условиях состояния, т.е., если он встречается в
природе, то его изменяют или удаляют из естественного окружения, или осуществляют
и то, и другое. Например, полинуклеотид или полипептид, встречающийся в
естественных условиях в живом организме, не является «выделенным», но этот же
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полинуклеотид или полипептид, отделенный от материала, вместе с которым он
присутствует в своем естественном состоянии, является «выделенным» согласно
применяемому в описании понятию.

Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими отличными от PCV2 патогенами,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором белок
ОРС-2 PCV2 представляет собой любой из указанных выше белков. Предпочтительно
белок ОРС-2 PCV2 представляет собой:

I) полипептид, содержащий последовательность, представленную в SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 или SEQ ID NO:11 в WO 06/07065;

II) любой полипептид, который по меньшей мере на 80% гомологичен полипептиду,
указанному в I);

III) любой иммуногенный фрагмент полипептидов, указанных в I) и/или II);
IV) иммуногенный фрагмент, указанный в III), который содержит по меньшей

мере 10 смежных аминокислот, входящих в последовательности, представленные в SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 или SEQ ID NO:11 в WO 06/072065;

V) полипептид, который кодируется ДНК, содержащей последовательность,
представленную в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4 в WO 06/072065;

VI) любой полипептид, кодируемый полинуклеотидом, который по меньшей мере
на 80% гомологичен полинуклеотиду, указанному в V);

VII) любой иммуногенный фрагмент полипептидов, которые кодируются
полинуклеотидом, указанным в V) и/или VI);

VIII) иммуногенный фрагмент, указанный в VII), где полинуклеотид, кодирующий
иммуногенный фрагмент, содержит по меньшей мере 30 смежных нуклеотидов,
входящих в последовательности, которые представлены в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:
4 в WO 06/072065.

Предпочтительно любой из указанных иммуногенных фрагментов имеет
иммуногенные характеристики белка ОРС-2 PCV2, кодируемого
последовательностями, которые представлены в SEQ ID NO:3 или SEQ ID NO:4 в WO
06/07065.

Предпочтительно инфицированные свиньи коинфицированы PCV2, как указано
выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2, или
чувствительны к заражению PCV2. Более предпочтительно количество свиней,
инфицированных указанными патогенами, отличными от цирковируса, снижают в
отношении одного или нескольких указанных патогенов более чем на 10%, более
предпочтительно более чем на 20%, еще более предпочтительно более чем 30%, еще
более предпочтительно более чем 40%, еще более предпочтительно более чем 50%, еще
более предпочтительно более чем 60%, еще более предпочтительно более чем 80% еще
более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной
контрольной группой.

Таким образом, согласно следующему объекту изобретения белок ОРС-2 PCV2
содержится в иммуногенной композиции с таким уровнем включения антигена,
который является эффективным для лечения животных, зараженных PCV2 на
субклиническом уровне. Предпочтительно уровень включения белка ОРС-2 PCV2
составляет по меньшей мере 0,2 мкг антигена/мл конечной иммуногенной
композиции (мкг/мл), более предпочтительно от примерно 0,2 до примерно 400
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мкг/мл, еще более предпочтительно от примерно 0,3 до примерно 200 мкг/мл, еще
более предпочтительно от примерно 0,35 до примерно 100 мкг/мл, еще более
предпочтительно от примерно 0,4 до примерно 50 мкг/мл, еще более предпочтительно
от примерно 0,45 до примерно 30 мкг/мл, еще более предпочтительно от примерно 0,6
до примерно 15 мкг/мл, еще более предпочтительно от примерно 0,75 до примерно 8
мкг/мл, еще более предпочтительно от примерно 1,0 до примерно 6 мкг/мл, еще более
предпочтительно от примерно 1,3 до примерно 3,0 мкг/мл, еще более предпочтительно
от примерно 1,4 до примерно 2,5 мкг/мл, еще более предпочтительно от примерно 1,5
до примерно 2,0 мкг/мл и наиболее предпочтительно примерно 1,6 мкг/мл.

Согласно еще одному объекту изобретения уровень включения антигена ОРС-2 PCV
составляет по меньшей мере 0,2 мкг белка ОРС-2 PCV2, описанного выше, на дозу

конечной антигенной композиции (мкг/дозу), более предпочтительно от примерно 0,2
до примерно 400 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,3 до
примерно 200 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,35 до примерно 100
мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,4 до примерно 50 мкг/дозу, еще
более предпочтительно от примерно 0,45 до примерно 30 мкг/дозу, еще более
предпочтительно от примерно 0,6 до примерно 15 мкг/дозу, еще более
предпочтительно от примерно 0,75 до примерно 8 мкг/дозу, еще более
предпочтительно от примерно 1,0 до примерно 6 мкг/дозу, еще более предпочтительно
от примерно 1,3 до примерно 3,0 мкг/дозу, еще более предпочтительно от
примерно 1,4 до примерно 2,5 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 1,5
до примерно 2,0 мкг/дозу и наиболее предпочтительно примерно 1,6 мкг/дозу.

Полипептид ОРС-2 PCV2, применяемый в иммуногенной композиции,
предлагаемой в настоящем изобретении, можно получать любым методом, включая
выделение и очистку ОРС-2 PCV2, стандартный метод синтеза белков и метод
рекомбинантной ДНК. Предпочтительные методы получения полипептида ОРС-2
PCV2 представлены в WO 06/072065, сущность и содержание которой полностью
включены в настоящее описание в качестве ссылки. В целом, метод состоит в
следующем: заражают чувствительные клетки рекомбинантным вирусным вектором,
который содержит кодирующие последовательности ДНК ОРС-2 PCV2,
экспрессируют полипептид ОРС-2 PCV2 с помощью рекомбинантного вируса и
выделяют экспрессируемый полипептид ОРС-2 PCV2 из супернатанта путем
фильтрации, и инактивируют общепринятым методом, предпочтительно используя
бинарный этиленимин (БЭИ), который затем нейтрализуют для прекращения процесса
инактивации.

Понятие «иммуногенная композиция» в контексте настоящего описания относится
также к композиции, которая содержит I) любой белок ОРС-2 PCV2, описанный выше,
предпочтительно в указанных выше концентрациях, и II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок ОРС-2 PCV2,
предпочтительно рекомбинантного бакуловируса. Кроме того, иммуногенная
композиция может содержать I) любой из белков ОРС-2 PCV2, описанных выше,
предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей часть вирусного
вектора, экспрессирующего белок ОРС-2 PCV2, предпочтительно рекомбинантного
бакуловируса, и III) часть супернатанта клеточной культуры.

Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими отличными от PCV2 патогенами,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2
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или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором
антиген PCV2 представляет собой рекомбинантный ОРС-2 PCV2, предпочтительно
экспрессируемый в бакуловирусе ОРС-2 PCV2. Предпочтительно рекомбинантные или
экспрессируемые в бакуловирусе ОРС-2 PCV2 имеют указанную выше
последовательность.

Понятие «иммуногенная композиция» в контексте настоящего описания относится
также к композиции, которая содержит I) любой из белков ОРС-2 PCV2, описанных
выше, предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок ОРС-2 PCV2,
предпочтительно рекомбинантного бакуловируса, и III) часть клеточной культуры;
где примерно 90% компонентов имеют размер менее 1 мкм.

Понятие «иммуногенная композиция» в контексте настоящего описания относится
также к композиции, которая содержит I) любой из белков ОРС-2 PCV2, описанных
выше, предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок OPC-2 PCV2, III) часть
клеточной культуры, IV) инактивирующий агент, предназначенный для инактивации
рекомбинантного вирусного вектора, предпочтительно БЭИ, где примерно 90%
компонентов I)-III) имеют размер менее 1 мкм. Предпочтительно БЭИ присутствует в
концентрациях, эффективных для инактивации бакуловируса, предпочтительно от 2 до
примерно 8 мМ БЭИ, предпочтительно примерно 5 мМ БЭИ.

Понятие «иммуногенная композиция» в контексте настоящего описания относится
также к композиции, которая содержит I) любой из белков OPC-2 PCV2, описанных
выше, предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок OPC-2 PCV2, III) часть
клеточной культуры, IV) инактивирующий агент, предназначенный для инактивации
рекомбинантного вирусного вектора, предпочтительно БЭИ, и V) нейтрализующий
агент, предназначенный для прекращения инактивации, опосредуемой
инактивирующим агентом, где примерно 90% компонентов I)-III) имеют размер
менее 1 мкм. Предпочтительно, если инактивирующий агент представляет собой БЭИ,
то указанная композиция содержит тиосульфат натрия в количествах, эквивалентных
количеству БЭИ.

Полипептид включают в композицию, которую можно вводить животному,
чувствительному к заражению PCV2. В предпочтительных вариантах в композицию
можно включать дополнительные компоненты, известные специалистам в данной
области (см. также Remington's Pharmaceutical Sciences, 18-е изд., изд-во Mack Publ.,
Easton, 1990). Кроме того, в состав композиции могут входить один или несколько
приемлемых для применения в ветеринарии носителей. В контексте настоящего
описания понятие «приемлемый для применения в ветеринарии носитель» включает
(но, не ограничиваясь только ими) любые из перечисленных или все растворители,
дисперсионные среды, материалы для нанесения покрытия, адъюванты,
стабилизаторы, разбавители, консерванты, антибактериальные и противогрибковые
агенты, агенты для придания изотоничности, замедляющие адсорбцию агенты и т.п. В
предпочтительном варианте осуществления изобретения иммуногенная композиция
содержит белок OPC-2 PCV2, описанный выше, предпочтительно в указанных выше
концентрациях, который смешивают с адъювантом, предпочтительно карбополом, и
физиологическим раствором.

Специалистам в данной области должно быть очевидно, что композиция, которую
применяют согласно изобретению, может включать известные пригодные для
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инъекции физиологически приемлемые стерильные растворы. Для приготовления
готового к применению раствора для парентеральной инъекции или инфузии широко
используют водные изотонические растворы, такие, например, как физиологический
раствор или соответствующие растворы белков плазмы. Кроме того, иммуногенные
композиции и вакцины, предлагаемые в настоящем изобретении, могут включать
разбавители, агенты для придания изотоничности, стабилизаторы или адъюванты.
Разбавители могут представлять собой воду, физиологический раствор, декстрозу,
этанол, глицерин и т.п. Агенты для придания изотоничности могут представлять
собой среди прочего хлорид натрия, декстрозу, маннит, сорбит и лактозу.
Стабилизаторы представляют собой среди прочего альбумин и соли щелочных
металлов и этилендиаминтетрауксусной кислоты.

Понятие «адъюванты» в контексте настоящего описания может относиться к
гидроксиду алюминия и фосфату алюминия, сапонинам, таким, например, как Quil A,
QS-21 (фирма Cambridge Biotech Inc., Кембридж, шт. Массачусетс), GPI-0100
(фирма Galenica Pharmaceuticals, Inc., Бирмингем, шт.Алабама), эмульсии вода-в-масле,
эмульсии масло-в-воде, эмульсии вода-в-масле-в-воде. Основой эмульсии может
являться, в частности, легкое жидкое парафиновое масло (соответствующее
Европейской фармакопеи); изопреноидное масло, такое как сквалан или сквален;
масло, образовавшееся в результате олигомеризации алкенов, прежде всего изобутена
или децена; эфиры кислот или спиртов, содержащие линейную алкильную группу,
более конкретно растительные масла, этилолеат, ди(каприлат/капрат)
пропиленгликоля, три(каприлат/капрат) глицерина или диолеат пропиленгликоля;
эфиры разветвленных жирных кислот или спиртов, в частности, эфиры
изостеариновой кислоты. Масла применяют в сочетании с эмульгаторами для
получения эмульсии. Эмульгаторы предпочтительно представляют собой
неионогенные поверхностно-активные вещества, прежде всего сложные эфиры
сорбитана, маннида (например, безводный маннитолеат), 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 и др., The Theory and Practical Application of
Adjuvants, под ред. Stewart-Tull D.E.S., изд-во John Wiley and Sons, NY, cc.51-94, 1995
и Todd и др., Vaccine 15, 1997, cc.564-570).

Например, можно применять SPT-эмульсию, описанную на с.147 в: «Vaccine Design,
The Subunit and Adjuvant Approach», под ред. M. Powell и М. Newman, изд-во Plenum Press,
1995, и эмульсию MF59, описанную на с.183 в этой же публикации.

Другим примером адъюванта является соединение, выбранное из полимеров
акриловой или метакриловой кислоты и сополимеров малеинового ангидрида и
алкенильного производного. Предпочтительными адъювантами являются полимеры
акриловой или метакриловой кислоты, прежде всего, сшитые с простыми
полиалкениловыми эфирами Сахаров или многоатомными спиртами. Эти соединения
известны под названием карбомеры (Phameuropa, т.8, №2, июнь 1996 г.). Специалистам
в данной области в качестве ссылки можно предложить US 2909462, в котором
описаны указанные акриловые полимеры, сшитые с полигидроксилированным
соединением, которое имеет по меньшей мере 3 гидроксильные группы,
предпочтительно не более 8, при этом атомы водорода по меньшей мере трех
гидроксильных групп замещены ненасыщенными алифатическими радикалами,
которые имеют по меньшей мере 2 атома углерода. Предпочтительными являются
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радикалы, которые содержат от 2 до 4 атомов углерода, например, винильные,
аллильные и другие ненасыщенные группы ряда этилена. Ненасыщенные радикалы
могут сами содержать другие заместители, такие как метил. Наиболее
предпочтительными являются продукты, поступающие в продажу под названием
карбопол (фирма BF Goodrich, шт. Огайо). Они сшиты с аллилсахарозой или
аллилпентаэритритолом. Среди них прежде всего следует упомянуть карбопол 974Р,
934Р и 971P. Наиболее предпочтительным для применения является карбопол 971P.
Наиболее предпочтительно применяют карбопол, в частности можно применять
карбопол 971P, предпочтительно в количествах от примерно 500 мкг до примерно 5
мг на дозу, еще более предпочтительно в количестве от примерно 750 мкг до
примерно 2,5 мг на дозу и наиболее предпочтительно в количестве примерно 1 мг на
дозу.

Другими пригодными адъювантами являются (но, не ограничиваясь только ими)
система RIBI-адъювантов (фирма Ribi Inc.), блок-сополимеры (фирма CytRx, Атланта,
шт. Джорджия), SAF-M (фирма Chiron, Эмеривилл, шт. Калифорния), монофосфорил-
липид А, адъювант на основе амина липида акридина, термолабильный энтеротоксин
Е.coli (рекомбинантный или нерекомбинантный), токсин холеры, IMS 1314 или
мурамил-дипептид.

Предпочтительно адъювант добавляют в количестве от примерно 100 мкг до
примерно 10 мг на дозу. Еще более предпочтительно адъювант добавляют в
количестве от примерно 100 мкг до примерно 10 мг на дозу. Еще более
предпочтительно адъювант добавляют в количестве от примерно 500 мкг до
примерно 5 мг на дозу. Еще более предпочтительно адъювант добавляют в количестве
от примерно 750 мкг до примерно 2,5 мг на дозу. Наиболее предпочтительно
адъювант добавляют в количестве примерно 1 мг на дозу.

Кроме того, композиция может включать один или несколько фармацевтически
приемлемых носителей. В контексте настоящего описания понятие «фармацевтически
приемлемый носитель» включает любой из перечисленных или все растворители,
дисперсионные среды, материалы для нанесения покрытия, стабилизаторы,
разбавители, консерванты, антибактериальные и противогрибковые агенты, агенты
для придания изотоничности, замедляющие адсорбцию агенты и т.п. Наиболее
предпочтительно композиция, предлагаемая в изобретении, содержит белок ОРС-2
PCV2, выделенный из супернатанта культивируемых in vitro клеток, где указанные
клетки инфицируют рекомбинантным вирусным вектором, который содержит ДНК
ОРС-2 PCV2 и экспрессирует белок ОРС-2 PCV2, и где указанную клеточную культуру
обрабатывают от примерно 2 до примерно 8 мМ БЭИ, предпочтительно примерно 5
мМ БЭИ, для инактивации вирусного вектора и нейтрализующим агентом, взятым в
эквивалентной концентрации, предпочтительно раствором тиосульфата натрия в
конечной концентрации от примерно 2 до примерно 8 мМ, предпочтительно
примерно 5 мМ.

Согласно еще одному варианту осуществления настоящее изобретение относится
также к применению антигена PCV2 для приготовления иммуногенной композиции,
предназначенной для снижения сопутствующих инфекций, которые вызываются
одним или несколькими патогенами, отличными от PCV-2, у свиней или в стаде свиней,
где иммуногенная композиция содержит I) любой из белков ОРС-2 PCV2, описанных
выше, предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок ОРС-2 PCV2, III) часть
клеточной культуры, IV) инактивирующий агент, предназначенный для инактивации
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рекомбинантного вирусного вектора, предпочтительно БЭИ, и V) нейтрализующий
агент, предназначенный для прекращения инактивации, опосредуемой
инактивирующим агентом, предпочтительно тиосульфат натрия в количествах,
эквивалентных количеству БЭИ; и VI) приемлемый адъювант, предпочтительно
карбопол 971 в указанных выше количествах; где примерно 90% компонентов I)-III)
имеют размер менее 1 мкм. Предпочтительно указанные свиньи
коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты воздействию PCV2 или
подвергнуты опасности или чувствительны к заражению PCV2. Более
предпочтительно количество свиней, инфицированных указанными патогенами,
отличными от цирковируса, снижается в отношении одного или нескольких указанных
патогенов более чем на 10%, более предпочтительно более чем на 20%, еще более
предпочтительно более чем 30%, еще более предпочтительно более чем 40%, еще более
предпочтительно более чем 50%, еще более предпочтительно более чем 60%, еще более
предпочтительно более чем 80% еще более предпочтительно более чем на 100% по
сравнению с невакцинированной контрольной группой.

Согласно еще одному объекту изобретения указанная иммуногенная композиция
содержит также фармацевтически приемлемую соль, предпочтительно фосфат, в
физиологически приемлемых концентрациях. Предпочтительно значение pH указанной
иммуногенной композиции доводят до физиологического значения pH, т.е.
примерно 6,5-7,5.

В контексте настоящего описания понятие «иммуногенная композиция» относится
также к композиции, которая содержит в одном мл: I) по меньшей мере 1,6 мкг белка
ОРС-2 PCV2, описанного выше, II) по меньшей мере часть бакуловируса,
экспрессирующего указанный белок ОРС-2 PCV2, III) часть клеточной культуры, IV)
примерно от 2 до 8 мМ БЭИ, V) тиосульфат натрия в количествах, эквивалентных
количеству БЭИ, и VI) примерно 1 мг карбопола 971, и VII) фосфат в физиологически
приемлемой концентрации; где примерно 90% компонентов I)-III) имеют размер
менее 1 мкм, и значение pH указанной иммуногенной композиции доведено примерно
до 6,5-7,5.

Иммуногенные композиции могут содержать также один или несколько других
иммуномодулирующих агентов, таких, например, как интерлейкины, интерфероны
или другие цитокины. Иммуногенные композиции могут содержать также гентамицин
и мертиолат. Хотя специалист в данной области легко может определить количества и
концентрации адъювантов и добавок, которые можно применять в контексте
настоящего изобретения, в настоящем изобретении предложены композиции,
содержащие от примерно 50 до примерно 2000 мкг адъюванта и предпочтительно
примерно 250 мкг/мл дозы композиции вакцины. Так, иммуногенная композиция,
предлагаемая в изобретении, представляет собой также композицию, которая
содержит от примерно 1 до примерно 60 мкг/мл антибиотиков и более
предпочтительно менее примерно 30 мкг/мл антибиотиков.

В контексте настоящего описания понятие «иммуногенная композиция» относится
также к композиции, которая содержит I) любой из белков ОРС-2 PCV2, описанных
выше, предпочтительно в указанных выше концентрациях, II) по меньшей мере часть
вирусного вектора, экспрессирующего указанный белок ОРС-2 PCV2, III) часть
клеточной культуры, IV) инактивирующий агент, предназначенный для инактивации
рекомбинантного вирусного вектора, предпочтительно БЭИ, и V) нейтрализующий
агент, предназначенный для прекращения инактивации, опосредуемой
инактивирующим агентом, предпочтительно тиосульфат натрия в количествах,
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эквивалентных количеству БЭИ; VI) приемлемый адъювант, предпочтительно
карбопол 971 в указанных выше количествах; VII) соляной буфер в фармацевтически
приемлемой концентрации, предпочтительно фосфтат, и VIII) противомикробное
действующее вещество; где примерно 90% компонентов I)-III) имеют размер менее 1
мкм.

Понятие «иммуногенная композиция, которую можно применять согласно
изобретению», относится также к Ingelvac® CircoFLEX™ (фирма Boehringer Ingelheim
Vetmedica Inc, Сент-Джозеф, шт. Миссури, США), CircoVac® (фирма Merial SAS, Лион,
Франция), CircoVent (фирма Intervet Inc., Миллсборо, шт. Делавэр, США) или Suvaxyn
PCV-2 One Dose® (фирма Fort Dodge Animal Health, Канзас-Сити, шт. Канзас, США).
Таким образом еще одним объектом настоящего изобретения является способ
снижения процента сопутствующих инфекций у свиней или в стаде свиней, которые
вызываются одним или несколькими отличными от PCV2 патогенами,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором
иммуногенная композиция, содержащая антиген PCV2, представляет собой
Ingelvac® CircoFLEX™, CircoVac®, CircoVent и/или Suvaxyn PCV-2 One Dose®,
предпочтительно Ingelvac® CircoFLEX™. Предпочтительно инфицированные свиньи
коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют
риск заражения PCV2, или чувствительны к заражению PCV2. Более предпочтительно
количество свиней, инфицированных указанными патогенами, отличными от
цирковируса, снижается в отношении одного или нескольких указанных патогенов
более чем на 10%, более предпочтительно более чем на 20%, еще более
предпочтительно более чем 30%, еще более предпочтительно более чем 40%, еще более
предпочтительно более чем 50%, еще более предпочтительно более чем 60%, еще более
предпочтительно более чем 80%, еще более предпочтительно более чем на 100% по
сравнению с невакцинированной контрольной группой.

Понятие «эффективное количество антигена PCV2» в контексте настоящего
описания означает (но, не ограничиваясь только указанным) количество
антигена PCV2, которое вызывает или может вызывать иммунный ответ у животного,
которому вводят антиген PCV2 в эффективной дозе.

Эффективное количество зависит от ингредиентов вакцины и схемы введения. Как
правило, когда в комбинированной вакцине применяют препарат инактивированного
вируса или модифицированного живого вируса, то вакцину применяют в количестве,
составляющем от примерно 102,0 до примерно 109,0 TCID5 0 на дозу, предпочтительно
от примерно 103,0 до примерно 108,0 TCID5 0 на дозу, более предпочтительно от
примерно 104,0 до примерно 108,0 TCID5 0 на дозу. В частности, когда в вакцинах
применяют модифицированный живой PCV2, то рекомендованная доза,
предназначенная для введения чувствительному животному, составляет
предпочтительно от примерно 103,0 TCID5 0 (средняя цитопатогенная доза,
инфицирующая 50% клеток)/дозу до примерно 106,0 TCID5 0/дозу и более
предпочтительно от примерно 104,0 TCID5 0/дозу до примерно 105,0 TCID5 0/дозу. В
целом, количество антигена должно составлять от примерно 0,2 до 5000 мкг и от 102,0

до 109,0 TCID5 0, предпочтительно от 103,0 до 106,0 TCID5 0, более предпочтительно от
104,0 до 105,0 TCID5 0, при применении очищенного антигена.

Субъединичные вакцины, как правило, вводят с уровнем включения антигена,
составляющим по меньшей мере 0,2 мкг антигена на дозу, предпочтительно от
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примерно 0,2 до примерно 400 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,3
до примерно 200 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,35 до
примерно 100 мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,4 до примерно 50
мкг/дозу, еще более предпочтительно от примерно 0,45 до примерно 30 мкг/дозу, еще
более предпочтительно от примерно 0,6 до примерно 16 мкг/дозу, еще более
предпочтительно от примерно 0,75 до примерно 8 мкг/дозу, еще более
предпочтительно от примерно 1,0 до примерно 6 мкг/дозу, еще более предпочтительно
от примерно 1,3 до примерно 3,0 мкг/дозу.

Введение антигена PCV2 свиньям не только приводит к снижению процента
сопутствующих инфекций, которые вызываются патогенами, отличными цирковируса,
в частности, отличными от PCV2, но также приводит к общему улучшению состояния
здоровья, прежде всего к устойчивости к указанным сопутствующим инфекциям.
Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения является также способ
повышения устойчивости свиней к одной или нескольким сопутствующим инфекциям,
которые вызываются патогенами, отличными от PCV2, заключающийся в том, что
вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2 или иммуногенную
композицию, содержащую антиген PCV2. Предпочтительно свиньи
коинфицированы PCV2, как указано выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют
риск заражения PCV2, или чувствительны к заражению PCV2.

Понятие «повышения устойчивости свиней к сопутствующим инфекциям» в
контексте настоящего описания относится (но, не ограничиваясь только им) к
процессу, при котором количество свиней, зараженных патогеном, отличным от
цирковируса, снижается в отношении указанного патогена более чем на 10%,
предпочтительно более чем на 20%, еще более предпочтительно более чем 30%, еще
более предпочтительно более чем 40%, еще более предпочтительно более чем 50%, еще
более предпочтительно более чем 60%, еще более предпочтительно более чем 80% еще
более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной
контрольной группой. Таким образом, следующим объектом настоящего изобретения
является способ повышения устойчивости свиней к сопутствующим инфекциям,
которые вызываются одним или несколькими патогенами, отличными от PCV2,
заключающийся в том, что вводят свинье(ям) в эффективном количестве антиген PCV2

или иммуногенную композицию, содержащую антиген PCV2, в котором количество
свиней, зараженных одним или несколькими патогенами, отличными от цирковируса,
снижается касательно одного или нескольких указанных патогенов более чем на 10%,
предпочтительно более чем на 20%, еще более предпочтительно более чем 30%, еще
более предпочтительно более чем 40%, еще более предпочтительно более чем 50%, еще
более предпочтительно более чем 60%, еще более предпочтительно более чем 80% еще
более предпочтительно более чем на 100% по сравнению с невакцинированной
контрольной группой. Предпочтительно свиньи коинфицированы PCV2, как указано
выше, подвергнуты воздействию PCV2 или имеют риск заражения PCV2, или
чувствительны к заражению PCV2.

Подробное описание предпочтительных вариантов осуществления изобретения
Ниже в примерах представлены предпочтительные материалы и процедуры,

применяемые в настоящем изобретении. Хотя при воплощении на практике и
проверке настоящего изобретения можно применять любые методы и материалы,
аналогичные или эквивалентные представленным в настоящем описании, ниже
описаны предпочтительные методы, устройства и материалы. Однако следует
понимать, что эти примеры даны только с целью иллюстрации и не направлены на
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ограничение общего объема изобретения.
Пример 1
Выявление сопутствующих инфекций у зараженных PCV-2 животных
Исследуемая популяция
Опыт проводили в южной части Германии. Гибридных свиней товарных

кроссбредов (порода Ландрас (Landrace) или Эделыпвайн (Edelschwein) (f)
×Пиетрейн (Pietrain) (m)) получали из 15 различных племенных ферм, входящих в
«сообщество производителей свиней». Племенные фермы различались по размеру
(от 50 до 300 свиноматок), содержанию и состоянию здоровья животных.
Общепринятые профилактические меры, применяемые в отношении поросят на всех
племенных фермах, включали инъекцию железа, удаление зубов (клыков и окрайков),
обрезание хвоста и кастрацию. После отъема в возрасте примерно 4 недель поросят из
различных племенных ферм перевозили в питомник для поросят с системой
производства типа «all-in-all-out» (полное заполнение/освобождение). Их произвольно
размещали в трех свинарниках с загонами, каждый из которых был рассчитан на
содержание 60-120 свиней. Общепринятые профилактические меры, принятые в
питомниках для поросят, включали профилактическую обработку тетрациклина
гидрохлоридом в первые десять дней после прибытия животных. В процессе
выращивания осуществляли четыре замены состава корма. Корм для животных
приготавливали непосредственно в питомнике на основе ячменя и минералов. В
возрасте примерно 12 недели свиней перевозили в откормочную ферму с системой
производства типа «all-in-all-out». Их вновь перегруппировывали и размещали в двух
стойлах, каждое из которых было рассчитано на содержание 10-130 свиней. В период
откорма осуществляли три замены состава корма. Корм для животных
приготавливали непосредственно на ферме на основе ячменя, пшеницы, кукурузы и
концентрата сыворотки. Свиней выдерживали на откормочной ферме в течение 13-18
недель.

История болезни
Схема заболевания, соответствующая PMWS, стала проявляться клинически за 3

года до начала опыта в ноябре 2002 г. и была подтверждена серологически в
декабре 2002 г. В конце стадии содержания в питомнике/начале стадии откорма у
животных начали проявляться признаки PMWS, такие как истощение, респираторные
симптомы и заметное повышение коэффициента смертности. Болезнь сопровождалась
коинфекциями PRRSV. Коэффициент смертности в процессе нахождения в питомнике
(возраст 4-12 недель), как правило, составлял от 3,5 до 4,8%, однако в некоторых
случаях получали также данные о достигающих пика значениях смертности вплоть
до 10%. В течение средней-поздней фазы откорма основными признаками у
зараженных PCV2 животных были респираторные симптомы и задержка роста.
Коэффициент смертности в течение фазы откорма (свиньи возрастом 12-26 недель)
составлял примерно 1,7-2,4% и количество отбракованных животных составляло 1%.
Средний суточный прирост массы тела находился лишь на среднем уровне (719-731
г/день). За три месяца до начала опыта диагноз PMWS был подтвержден на основе
клинических симптомов и наличии виремии PCV2, оба признака обнаружены у
животных возрастом примерно 9-13 недель. PRRSV и Mycoplasma hyorhinis
идентифицированы в образцах промывной жидкости легких у зараженных PCV2
животных в качестве коинфицирующих патогенов.

Изучаемые продукты
Для активной вакцинации против PCV2 вводили инактивированную субъединичную
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вакцину (Ingelvac® CircoFLEX™, фирма Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH). Вакцина
включала капсидный белок ОРС-2 PCV2 в качестве действующего вещества и
карбомер в качестве адъюванта. Последовательность ОРС-2 получали из
Североамериканского изолята PCV2, который был выделен из образцов миндалин и
печени двух свиней, имеющих симптомы PMWS. Затем последовательность ОРС-2
встраивали в бакуловирусную систему экспрессии с помощью линии клеток
насекомых, выведенной из яичников совки Spodoptera frugiperda (клетки SF+), в
качестве хозяина.

В качестве контрольного продукта применяли плацебо, в состав которого входил
супернатант клеточной культуры, не содержащий капсидный белок PCV2, и карбомер
в качестве адъюванта.

План эксперимента
Полевой опыт осуществляли согласно принципам надлежащей клинической

практики («Good Clinical Practice» (GCP)), используя план рандомизированного,
включающего применение отрицательного контроля, двойного слепого,
параллельного эксперимента. Всего 1519 здоровых поросят разделяли поровну на две
обрабатываемые группы с учетом начального веса тела и принадлежности к
определенному помету. За одну неделю до отъема одну группу поросят (n=754)
вакцинировали с помощью Ingelvac® CircoFLEX™, а другую группу (n=765)
обрабатывали плацебо. Изучаемые продукты вводили в виде однократной дозы
объемом 1 мл внутримышечно в правый шейный отдел, когда поросятам было 25,4+
3,18 дня (среднее значение + С.К.О). После отъема свиней из обеих обрабатываемых
групп содержали в виде смешанных групп до конца завершающего периода откорма с
целью максимальной однородности воздействия патогенов.

Полимеразные цепные реакции
Применяли описанные выше анализы с помощью полимеразной цепной реакции

для выявления специфических для PRRSV нуклеиновых кислот (Mardassi Н. и др., J
Clin Microbiol, 32(9), 1994, cc.2197-2203), Mycoplasma hyorhinis (Caron J. и др., J Clin
Microbiol, 38(4), 2000, cc.1390-1396), Mycoplasma hyopneumoniae (Calsamiglia M. и др., J
Vet Diagn Invest, 11(3), май 1999 г., cc.246-251), Streptococcus suis (Wisselink H.J. и др., J
Clin Microbiol, 40(8), август 2002 г., cc.2922-2929), Pasteurella multocida (Townsend K.M. и
др., J Clin Microbiol, 36(4), апреля 1998 г., cc. 1096-1100), Actinobacillus pleuropneumoniae
(Schaller А. и др., Арх toxins in Pasteurellaceae species from animals. Vet Microbiol, 74(4), 12
июня 2000 г., cc.365-376), Bordetella bronchispectica (Hozbor D. и др., Res Microbiol, 150(5),
июнь 1999 г., cc.333-341) и Haemophilus parasuis (Calsamiglia M. и др., J Vet Diagn Invest,
11(2), март 1999 г., cc.140-145) в образцах ткани легкого.

Для количественной оценки вирусной нагрузки PCV2 в сыворотке количественно
оценивали геномные эквиваленты PCV2 согласно методу, описанному у Brunborg и
др., J. Virol Methods 122, 2004, cc.171-178. Для амплификации PCV2 применяли
праймеры PCV2-84-1265U21 и PCV2-84-1319L21. В качестве отсекающего уровня для
позитивного образца с помощью экспериментов по валидации было принято
значение, равное 10 копий матрицы на 1 мл сыворотки. Все количественные анализы
ДНК PCV2 осуществляли на фирме bioScreen GmbH, Мюнстер, Германия.

Результаты
РСУ2-виремия
Проводили изучение того, связано ли начало и серьезность обнаруженных

характерных для PMWS клинических признаков и повреждений с началом PCV2-
виремии в крови предварительно отобранных «модельных животных». Как
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проиллюстрировано на чертеже, начало PCV2-виремии у животных в обработанной
плацебо группы обнаружено, когда животные достигали возраста примерно 9-10
недель. Максимальные уровни, соответствующие наличию вплоть до 85% PCV2-
позитивных животных, были достигнуты, когда возраст животных составлял
примерно 11-14 недель. С 14 недели и до конца периода откорма доля животных, у
которых обнаружена PCV2-виремия, снижалась, однако она не достигала вновь
основного (исходного) уровня. Средняя индивидуальная продолжительность виремии
составляла 56 дней (данные не представлены). По сравнению с обработанной плацебо
группой животных доля PCV2-позитивных животных в вакцинированной группе
достоверно снижалась (p<0,0001), при этом максимальное количество животных, у
которых обнаружена виремия, составляло не более 35% (фиг.1Б). Средняя
продолжительность виремии у вакцинированных животных снижалась на 31 день
(p<0,0001; данные не представлены).

Изучение было сфокусировано также на оценке вирусной нагрузки у животных. В
этом опыте установлено, что вирусная нагрузка, соответствующая клинической (>106

гЭ/мл сыворотки), обнаружена главным образом у обработанных плацебо животных
на ранней фазе виремии, когда возраст животных составлял примерно 10-15 недель
(фиг.1А). В возрасте 11 недель доля животных, у которых выявлена вирусная
нагрузка, соответствующая клинической (40%), была выше, чем доля животных, у
которых выявлена вирусная нагрузка, соответствующая субклинической (37%). Это
соотношение значительно изменялось на последней фазе виремии (возраст 17-25
недель) в результате существенного снижения инфекций, имеющих клиническую
значимость. У вакцинированных животных, позитивных по PCV2, субклинические
инфекции преобладали во все моменты времени, в которые проводили анализы
(фиг.1Б).

В целом, профиль PCV2 в выбранной для изучения местности в течение времени
эксперимента характеризовался следующим: а) начало PCV2-виремии имело место
на 9-10-й неделе опыта, что согласуется с началом проявления клинических симптомов
и повреждений, связанных с PMWS, б) обнаружена высокая вирусная нагрузка у
обработанных плацебо животных на ранней фазе PCV2-виремии, в) обнаружено
существенное снижение продолжительности виремии и процента животных, имеющих
вирусную нагрузку, соответствующую клинической и субклинической, у
вакцинированных животных по сравнению с обработанными плацебо животными.

Присутствие сопутствующих инфекций у обработанных плацебо животных
Полученные результаты подтвердили диагноз PMWS в анализируемой подопытной

популяции и продемонстрировали, что вакцинация против PCV2 может в
значительной степени защищать животных от PMWS. Таким образом, указанный
эксперимент по иммунизации, проведенный с применением в качестве контроля
плацебо, позволил оценить гипотезу о том, что PMWS приводит к лежащей в основе
иммуносупрессии у животного. Было высказано предположение о том, что в случае
ассоциированного с PCV2 иммунодефицита, частота возникновения коинфекций после
начала PCV2-виремии должна быть выше у обработанных плацебо животных, чем у
вакцинированных животных. Для этой цели на первой стадии более детально
анализировали чувствительность подопытных животных к условно-патогенным
организмам. Поскольку мониторинг клинических признаков позволил установить, что
животные главным образом имели респираторные симптомы, при создании
изобретения было решено получать образцы легких погибших животных для
скрининга соответствующего патогена с помощью ПЦР. В таблице 3 представлены
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результаты только для обработанных плацебо животных, поскольку их можно
рассматривать в качестве моделей, более точно отражающих встречающуюся в
естественных условиях ситуацию.

До начала PCV2-виремии (возраст 3-8 недель) единственным патогеном, который
был обнаружен в 2 из 5 образцов, полученных из легких обработанных плацебо
животных, оказался Streptococcus suis. К моменту начала PCV2-виремии (возраст 9-10
недель) 1 из 8 образцов легких, полученных из легких обработанных плацебо
животных, оказался позитивным по PCV2, в то время как 4 из 8 проанализированных
образцов легких оказались позитивными по PRRSV. Другие патогены, выявленные в
небольшом количестве образцов, либо индивидуально, либо в сочетании с этими
двумя патогенами, представляли собой Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma hyopneumoniae

и Streptococcus suis. Наиболее большое количество коинфицирующих патогенов
выявлено в образцах легких, полученных из обработанных плацебо животных в
течение острой фазы PCV2-виремии (возраст 11-16 недель). Из 17 изученных образцов
легких, позитивных по PCV2, 12 оказались также позитивными по PRRSV, a 13
по Mycoplasma hyorhinis. Кроме того, были выявлены единичные случаи
коинфекции Streptococcus suis или Pasteurella multocida. И, наконец, на поздней фазе
виремии (возраст 17-26 недель) доминировала коинфекция Mycoplasma hyopneumoniae
(в 6 из 7 PCV2-позитивных образцов легких), но была обнаружена также
коинфекция Mycoplasma hyorhinis, Actinobacillus pleuropneumoniae и Streptococcus suis. За
весь период времени после начала виремии (возраст животных 9-26 недель) только 2
из 22 из изученных образцов легких, полученных из обработанных плацебо животных,
оказались позитивными только по PCV2. В большинстве проанализированных
образцов легких, позитивных по PCV2, обнаружена комбинация из двух или трех
условно-патогенных организмов. Таким образом, в опыте по исследованию PCV2-
инфекции выявлена ассоциация с несколькими респираторными сопутствующими
инфекциями. Начало и пик PCV2-виремии совпадали с началом и пиком
коинфекции PRRSV и Mycoplasma hyorhinis, в то время как поздняя фаза РСУ2-виремии
совпадала с началом инфекции Mycoplasma hyopneumoniae.

Снижение коинфекции путем вакцинации против PCV2
Сравнение частоты встречаемости респираторных патогенов, выявленных в

образцах легких, продемонстрировало отсутствие существенных различий между
двумя обрабатываемыми группами в период, предшествующий началу PCV2-виремии
(данные не представлены). После начала PCV2-виремии (возраст 10-26 недель) доля
образцов легких, полученных из вакцинированных животных, которые оказались
позитивными по Mycoplasma hyorhinis и PRRSV, снижалась на 71% (p=0,0293) и 46% (p=
0,2847) соответственно (таблица 1).

Таблица 1

Результаты опыта В05 BIVI 030

  Плацебо Вакцина Снижение

  % (N) % (N) %

PCV2 92 (24/26) 55 (6/11) 40

PRRSV 50 (13/26) 27 (3/11) 46

М. hyorhinis 62 (16/26) 18 (2/11) 71

М. hyopneumoniae 23 (6/26) 45 (5/11) -

S. suis 12 (3/26) 27 (3/11) -

P. multocida 4 (1/26) 9 (1/11) -

APP 8 (2/26) 0 (0/11) 100

B. bronchiseptica 0 (0/26) 0 (0/11) 0
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H. parasuis 0 (0/26) 0 (0/11) 0

Кроме того, в единичных случаях образцы легких, полученные из обработанных
плацебо животных, оказались позитивными по Actinobacillus pleuropneumoniae.
Небольшие различия между количеством образцов легких, позитивных по Mycoplasma
hyopneumoniae, Streptococcus suis или Pasteurella multocida, были выявлены во втором
исследовании в обеих обрабатываемых группах. Как представлено в таблице 2, либо
частота встречаемости этих патогенов является очень незначительной (Streptococcus
suis, Pasteurella multocida), либо они выявляются на очень поздней фазе PCV2-
инфекции (Mycoplasma hyopneumoniae).

В другом исследовании (опыт В05 BIVI 013) у вакцинированных животных
обнаружена сходная устойчивость к сопутствующим патогенам, эти результаты
представлены в таблице 2.

Таблица 2

Результаты опыта В05 BIVI 013

  Плацебо Вакцина Снижение

  % (N) % (N) %

Р. multocida 14 15/109 0 0/32 100

H. parasuis 3 3/109 0 0/32 100

Salmonella spp. 5 5/109 0 0/32 100

APP 4 4/109 0 0/32 100

S. suis 50 15/30 н.о. н.о. н.о.

В результате вакцинации против PCV-2 частота встречаемости PCV2-инфекций, а
также частота встречаемости коинфекций, вызываемых Actinobacillus pleuropneumoniae,
Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyrhinis, Pasteurella multocida, PRRSV, Salmonella spp.,
Strepococcus suis, заметно снижалась.

В другом опыте у вакцинированных животных обнаружена также сходная
устойчивость к Mycoplasma hypopneumoniae.
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Формула изобретения
1. Применение протеина ORF-2 PCV2 для приготовления иммуногенной

композиции, предназначенной для снижения сопутствующих инфекций, которые
вызываются одним или несколькими патогенами, отличными от PCV2, у свиней или в
стаде свиней

2. Применение по п.1, отличающееся тем, что сопутствующая инфекция вызывается
вирусным, бактериальным и/или грибным патогеном.

3. Применение по п.2, отличающееся тем, что сопутствующая инфекция вызывается
вирусным патогеном.

4. Применение по п.3, отличающееся тем, что сопутствующая инфекция
вызывается PRRS.

5. Применение по п.2, отличающееся тем, что сопутствующая инфекция вызывается
бактериальным патогеном.

6. Применение по п.2, отличающееся тем, что сопутствующая инфекция
вызывается Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyrhinis,
Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida, Salmonella spp., Strepococcus suis.

7. Применение по п.1, отличающееся тем, что свиньи или стадо свиней
заражены PCV2.

8. Применение по п.1, отличающееся тем, что процент сопутствующих инфекций в
отношении одной или нескольких инфекций снижают более чем на 10% по сравнению
с невакцинированной контрольной группой.
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