
Спосіб відноситься до ветеринарної вірусології i може бути використаний для діагностики
ротавірусної Інфекції новонароджених телят І поросят.

Відомий спосіб отримання антигена для діагностики ротавірусного гастроентериту
новонароджених дітей (Шекоян Л.А,, Дроздов С.Г. Спосіб отримання антигена для діагностики
вірусного гастроентериту. Авт. св. СРСР, кл. А 61 В 10/00, №789115, 1980). Його суть полягає у
відділенні Інфікованої ротавірусом "SAn" культури клітин нирок зеленої мавпи або клітин Vero від
поживного середовища центрифугуванням та виділенні віруса шляхом додавання до отриманого
осаду води в кількості 1/20-1/25 до об'єму осаду. Однак, автори даного способу пропонують
використовувати отриманий антиген лише в реакції затримки гемаглютинації.

Для здійснення іншого способу, в основі якого лежить седиментація інфікованих ротавірусом
діареї телят Небраски клітин первинно-трипсинізованої культури нирок теляти за допомогою
центрифугування на холодовій центрифузі при подальшій обробці осаду
ультрацентрифугуванням (Р, Otto, U. Muller, H. Gunther, W. Schonherr. Herstellung von Rotavirus-
Antigen zum Nachweis komplementblnder Antikorper. Deutsche Gesundheitswesen, 1979, 34, 41),
необхідне складне та дороге обладнання (холодові та ультрацентрифуги), яким в даний час не
забезпечені практичні лабораторії. Крім того, отриманий антиген рекомендується
використовувати для обмеженим досліджень: отримання антисироват-ки від кроля ! теляти та
постановки реакції зв'язування комплемента (РЗК).

В основу винаходу поставлено задачу підвищення ефективності ротавірусного антигена та
розширення сфери його примінення при діагностиці, а також використання для отримання
діагностичних Імунних сироваток шляхом отримання ротавірусного антигена, який включає
попереднє концентрування культуральної рідини поліетіленгліколем (ПЕГ) після звільнення її від
клітинного детриту шляхом центрифугування, фільтрування отриманої суспензії через тканину
Петрянова, виділення віруса при розчиненні сорбційного шару тканини в хлороформі з
одночасним його переведенням у фізіологічний розчин при струшуванні (після додавання 1/10-
1/100 об'ємних частин фізіологічного розчину на 1 частину початкового об'єму культуральної
рідини) та відділенні хлороформу від кінцевого продукту - антигена центрифугуванням.

При обробці культуральної рідини ПЕГ-м заряжен! сольвати! оболонки навколо вірусних
частин руйнуються. Це дає можливість сорбувати вірус на сорбційному шарі тканини Петрянова.
Вона являє собою фільтруючий двошаровий матеріал ФПП-15-1,5, який випускається
промисловістю. Нижній шар - марля, верхній - сорбційний матеріал, який розчиняється в
хлороформі, але неактивний в біологічних середовищах. Відомо використання цієї тканини в
якості фільтра газових середовищ в хімічних виробництвах, для сорбції ентеровірусів із стічної
води з подальшим їх елююванням, що веде до значного розведення отриманої суспензії.

Розчинення верхнього шару тканини із сорбованим на ньому віоусом проводиться при
поступовому внесенні хлороформу і струшуванні. Чутливі до дії хлороформу віруси, які могли б
вплинути на специфічність виділеного антигена, руйнуються. Ротаьірус, як відомо, до хлороформу
не чутливий. Тому після додавання фізіологічного розчину, в останній переходить практично весь
ротавірусний антиген. Відділення хлороформу проводиться центрифугуванням. Мінімальна
кількість фізіологічного розчину, що додається, залежить від зручності відділення хлороформу в
процесі центрифугування І складає 0,1-1 см3, тобто дає можливість концентрувати вірус в 10-10
раз, що забезпечує його високу активність. Отриманий антиген універсальний, оскільки може
використовуватись для діагностики в РЗК, РДП, електронноскопічних досліджень, для імунізації
лабораторних тварин при отриманні діагностичних сироваток. При використанні цього антигена
ротавіруса Інфекція у новонароджених телят і поросят надійно, з високою достовірністю
діагностується за 1-2 дні, що дозволяє своєчасно проводити профілактику і лікування.

Таким чином, нами вперше в світі використана відома хімічна властивість сорбційного шару
тканини Петрянова розчинятись в хлороформі для отримання концентрованого віруса, зокрема
ротавірусного антигена.

Спосіб здійснюється слідуючим чином. Клітини перевивної лінії СПЕВ заражають ротавірусом
"SAii". Після прояву цитопатич-ної дії віруса в 70-100% клітин моношару (як правило, через 24-48
год) оірусовмістиму культуральну рідину піддають термолізу (тричі заморожують і розморожують),
клітинний детрит видаляють після центрифугування при 3-4 тис. обертів за хвилину на протязі 20-
30 хвилин. До надосаду додають 8% поліетілеигліколю у вигляді порошку (по вазі) або 20% (по
об'єму) 50%-ного розчину ПЕГ-я, струшують 20-30 хв і витримують при температурі +4°С на
протязі 16-18 год.

Через 16-18 год суспензію, оброблену ПЕГ-м, фільтрують через тванину Петрянова,
використовуючи для цього фільтр Зейт-ца. Розмішують її на дрібнопористу металеву сігку таким
чином, щоб сорбційний шар тканини був зверху, після чого монтують у фільтр Зейтца.

Після закінчення фільтрації-сорбції сорбційний шар тканини Петрянова обережно знімають
разом з осадом і розчиняють в хлороформі, поступово добавляючи його при струшуванні до
зникнення візуально видимих частин тканини. Додавши фіз. розчин (1/10-1/100 від початкового
об'єму культуральної рідини), суспензію струшують 30-40 хв. , потім центрифугують 20-30 хв при
3-4 тис. обертів на хвилину. У верхньому шарі міститься концентрований в 10-10 раз вірус.

Препарат, отриманий згідно розробленого нами способу, по своїх діагностичних властивостях
як антиген в серологічних реакціях, а також як імуноген при виготовленні імунних сироваток
значно переважає антигени, отримані відомими способами (табл. 1),



Випробування антигенів, отриманих різними способами, для виявлення антитіл в сироватках
крові тварин-реконвалесцентів, показало, що лише препарат, виготовлений розробленим нами
способом, дозволяє ефективно здійснювати ретроспективну діагностику (табл. 2).

Імунізація отриманим антигеном лабораторних тварин (морських свинок і кролів) дала
можливість систематично виготовляти високоактивні діагностичні сироватки з титрами 1 : 256 - 1 :
512, які з позитивними результатами випробувані у виробничих умовах при діагностиці
ротавірусної Інфекції новонароджених телят І поросят.

У підготовлених згідно розробленому способу матеріалах методом електронної мікроскопії
вдалось виявити вірусні частини, які за розміром та формою відповідають рота вірусу.

Таким чином, розроблений спосіб отримання ротавірусного антигена значно відрізняється від
запропонованих раніше не лише по технології виконання, але й високою якістю отриманого
препарата.

Впровадження запропонованого способа отримання ротавірусного антигена не вимагає
спеціального складного та дорогого обладнання. Його використання доступне для широкої мережі
вірусологічних лабораторій та біопідприємств, де виготовляються діагностикуми.

При зберіганні в замороженому стані (-10-25°С) на протязі 2 років (строк спостереження)
комплементзв'язуюча і преципітуюча активність препарата зберігається без зниженні титру, що
свідчить про недійсність способу.




