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(57) Спосіб генетичного маркерування ентеровіру-
сів свиней, а саме терморезистентності та стійкос-
ті до середовищ із різними значеннями рН, який
відрізняється тим, що генетичне маркерування
ентеровірусів свиней проводять у культурі клітин
ВНК-21/сlоn13, яка є гетерологічною по відношен-
ню до них.

Запропонована корисна модель належить до
галузей біології, генетики та ветеринарної вірусо-
логії і може бути використаний при поглибленому
вивченні біологічних, генетичних, біотехнологічних
властивостей, дає змогу удосконалити лаборатор-
ну діагностику ентеровірусних хвороб свиней, зок-
рема вірусологічні дослідження, сприятиме у своє-
часному проведенні профілактичних та
лікувальних заходів.

Ентеровіруси свиней (ЕВС) є збудниками осо-
бливо небезпечних хвороб свиней ентеровірусної
етіології: хвороби Тешена, вірусного гастроентери-
ту, ентеровірусної пневмонії [1-3].

У таксономічному відношенні нині існує 23 се-
ротипи ентеровірусів свиней роду Enterovirus ро-
дини Picornaviridae [4-5]. У 1972-1993 роках В.П.
Романенко зі співавт. на основі вивчення біологіч-
них, морфологічних, фізико-хімічних та антигенних
властивостей вірусів, виділених, на території Укра-
їни, Росії, Молдови, використавши колекцію рефе-
рентних штамів ЕВС (віднесених у 1971 році
Dunne H. et al. до 8 серотипів [6]), що люб’язно
була передана у 1971 році доктором Derbyshire
(Пірбрайт, Великобританія), доповнили класифіка-
цію Dunne Н. et al. [6] 14-ма новими серотипами
ентеровірусів свиней [1-5, 7].

Виділення та ідентифікація, а також вивчення
генетичних маркерів ентеровірусів свиней прово-
дилися у гомологічних первинних або перещеплю-
ваних лініях клітин нирки ембріону свині [7-10], що
у нашому випадку виступає близьким за технічним
рішенням аналогом корисної моделі, яка пропону-
ється.

Культурально-морфологічною схожістю на
культуру клітин СНЕВ, що широко використовуєть-

ся при генетичному маркеруванні ЕВС, характери-
зується культура клітин ВНК-21 - перещеплювала
культура клітин нирки новонародженого хом’ячка.
Згідно паспорту якості перещеплюваної лінії клітин
Колекції культур клітин для ветеринарної медици-
ни та біотехнології ННЦ "ІВЛВМ", культура клітин
ВНК-21/сlоn13 є чутливою системою для вірусів:
псевдосказу, віспи ВРХ, простого герпесу, реові-
русу 3, везикулярного стоматиту (Індіана), красну-
хи, аденовірусу 25, ящуру, Коксакі, сказу, арбові-
русів.

Суть корисної моделі в тому, що, виявивши
чутливість до ентеровірусів свиней культури клітин
ВНК-21/сlоn13, пропонується спосіб генетичного
маркерування ентеровірусів свиней на культурі
клітин ВНК-21/сlоn13. Досліджуються виокремлю-
ючі для ЕВС генетичні маркери - терморезистент-
ність і стійкість до середовищ з різними показни-
ками рН -  у культурі клітин ВНК-21  в порівнянні з
культурою клітин СНЕВ.

У дослідженнях використовували референтні
штами ентеровірусів свиней колекції лабораторії
генетики і імунології IBM УААН (ентеровіруси сви-
ней 1-8-го серотипів англійської колекції, надісла-
них в 1970 році В.П. Романенку д-ром Derbyshire J.
(Pirbright, Великобританія) та 14 нових, класифіко-
ваних В.П. Романенком, раніше невідомих, серо-
типів ентеровірусів, які захищені авторськими сві-
доцтвами СРСР). Культуру клітин СНЕВ
використовували з колекції культур Інституту ве-
теринарної медицини УААН; культуру кпітин BHK-
21/clon 13 - люб’язно передана нам з Колекції
культур клітин для ветеринарної медицини та біо-
технології ННЦ "ІВЛВМ", м.Харків.

Приклад 1
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Паралельно у культурах клітин СНЕВ і BHK-
21/clon 13 вивчали терморезистентність референ-
тних штамів ентеровірусів свиней.

Згідно методики Wallis та Melnick, проби віру-
сів з 1М MgCl2 і без 1М MgCl2 прогрівали при тем-
пературі 56°С протягом 60хв. Дослідні проби охо-
лоджували на льоду та титрували одночасно з
контрольними непрогрітими пробами ентеровіру-

сів. Інфекційну активність визначали методом де-
сятикратних послідовних розведень. Титр вірусу
обчислювали за методом L. Reed і Н. Muench. За
різницею титрів проб вірусів прогрітих у присутно-
сті 1М MgCl2, без 1М MgCl2 і непрогрітих проб віру-
сів робили висновок щодо терморезистентності
ентеровірусів свиней.

Результати досліджень наведені у таблиці 1.

Таблиця

Термостійкість ентеровірусів свиней у культурах клітин СНЕВ та ВНК-21

Титр ентеровірусів свиней, lg ТЦД50/см3
№
п/п Назва штаму Серотип Культура клітин Непрогрітого (конт-

рольного)
Прогрітого без 1М

MgCl2
Прогрітого в присут-

ності 1М MgCl2
СНЕВ 9,5±0,25 8,92±0,08 9,17±0,081 Тальфан 1 ВНК-21 8,42±0,08 6,09±0,08 8,17±0,08
СНЕВ 9,58±0,08 7,58±0,08 9,08±0,082 Т 80 2 ВНК-21 7,92±0,08 6,92±0,08 7,58±0,08
СНЕВ 9,08±0,08 6,42±0,08 8,92±0,083 F 34 3 ВНК-21 8,17±0,09 7,17±0,17 8,08±0,08
СНЕВ 8,59±0,08 7,42±0,08 8,42±0,084 F 78 4 ВНК-21 8,42±0,08 5,83±0,17 8,42±0,08
СНЕВ 8,08±0,08 6,58±0,08 7,42±0,085 F 12 5 ВНК-21 8,42±0,08 7,58±0,08 8,08±0,08
СНЕВ 9,0±0,15 8,42±0,17 8,92±0,086 F 7 6 ВНК-21 7,92±0,08 7,08±0,08 8,08±0,08
СНЕВ 8,33±0,17 7,83±0,17 8,33±0,177 V-13 8 ВНК-21 4,92±0,08 3,92±0,08 5,08±0,08
СНЕВ 8,58±0,08 7,83±0,17 8,33±0,088 "Перечинський-

642" 1 ВНК-21 8,42±0,08 7,08±0,17 8,08±0,08
СНЕВ 8,42±0,08 6,42±0,08 8,08±0,089 "Березнянський

652" 1 ВНК-21 8,67±0,17 5,33±0,17 8,17±0,17
СНЕВ 8,83±0,17 8,08±0,08 8,67±0,0810 М 2323 10 ВНК-21 6,92±0,08 6,08±0,08 7,08±0,08
СНЕВ 8,33±0,17 7,5±0,29 8,42±0,0811 К 9 11 ВНК-21 8,08±0,08 7,08±0,08 7,42±0,08
СНЕВ 8,42±0,08 7,42±0,08 8,42±0,0812 К 22 12 ВНК-21 8,42±0,08 7,92±0,08 8,42±0,08
СНЕВ 8,92±0,08 7,42±0,08 8,58±0,0813 Л 90 13 ВНК-21 8,08±0,08 7,08±0,08 8,08±0,08
СНЕВ 8,58±0,08 7,58±0,08 8,58±0,0814 М 116 14 ВНК-21 8,08±0,08 7,08±0,08 7,58±0,08
СНЕВ 8,42±0,08 7,08±0,08 8,42±0,0815 Ч 73 15 ВНК-21 8,08±0,08 7,08±0,08 7,58±0,08
СНЕВ 9,42±0,08 8,42±0,08 8,92±0,0816 Г 95 16 ВНК-21 6,92±0,08 6,08±0,08 6,92±0,08
СНЕВ 9,42±0,08 6,08±0,08 8,92±0,0817 Б 111 17 ВНК-21 7,08±0,08 6,17±0,08 7,08±0,08
СНЕВ 8,92±0,08 6,08±0,08 8,92±0,0818 Ч 184 18 ВНК-21 8,42±0,08 7,17±0,08 8,42±0,08
СНЕВ 8,92±0,22 8,08±0,08 8,58±0,0819 Д 229 19 ВНК-21 7,08±0,08 6,42±0,08 6,92±0,08
СНЕВ 8,08±0,08 7,42±0,08 7,92±0,0820 И 249 20 ВНК-21 7,42±0,08 6,42±0,08 7,08±0,08
СНЕВ 8,42±0,08 7,42±0,08 8,08±0,0821 П 142 21 ВНК-21 6,92±0,08 5,42±0,08 6,08±0,08
СНЕВ 9,42±0,08 8,42±0,08 8,92±0,0822 В 151 22 ВНК-21 8,08±0,08 7,08±0,08 7,58±0,08
СНЕВ 8,08±0,08 7,92±0,08 8,08±0,0823 И 393 23 ВНК-21 7,08±0,08 5,92±0,08 6,42±0,08

Примітка - М±m, n=3; Р<0,05

Згідно даних, наведених у таблиці 1, штами
ЕВС без 1М MgCl2 незначно інактивувались при
прогріванні на водяній бані до 56°С протягом 1год,
а у присутності 1М MgCl2 інфекційні титри вірусів

не змінювались порівняно з контрольними, що
свідчить про термостійкість використаних у дослі-
дах штамів ентеровірусів і стабілізацію віріонів
двовалентними катіонами магнію.
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Приклад 2
Паралельно у культурах клітин СНЕВ і ВНК-

21/сlоn13 вивчали стійкість референтних штамів

ентеровірусів свиней у середовищах з різними
показниками рН.

Таблиця 2

Стійкість ентеровірусів свиней до середовищ з різними значеннями рН у культурах клітин СНЕВ та ВНК-21

Титр ентеровірусів свиней, lg ТЦД50/см3
№ п/п Назваштаму Серотип Культура клітин Контроль рН2,0 рН 13,0

СНЕВ 9,08+0,17 9,08±0,17 9,17±0,081 Тальфан 1 ВНК-21 8,05±0,05 7,75±0,25 7,67±0,17
СНЕВ 8,33±0,17 8,17±0,33 8,33±0,172 Т 80 2 ВНК-21 7,83±0,17 7,42±0,08 7,33±0,17
СНЕВ 8,17±0,17 7,83±0,17 7,83±0,333 F 34 3 ВНК-21 7,17±0,17 6,5±0,29 6±0,5
СНЕВ 8,83±0,17 8,33±0,17 8,83±0,174 F 78 4 ВНК-21 8,08±0,08 7,33±0,17 7,17±0,17
СНЕВ 8,83±0,17 8,33±0,17 8,42±0,085 F 12 5 ВНК-21 8,17±0,17 7,33±0,33 7,17±0,17
СНЕВ 9,08±0,08 8,67±0,17 8,67±0,176 F 7 6 ВНК-21 8,17±0,17 6,33±0,33 6,67±0,17
СНЕВ 7,67±0,17 7,33±0,17 7,67±0,177 V-13 8 ВНК-21 5,33±0,33 5,33±0,17 5,33±0,33
СНЕВ 9,33±0,17 9,33±0,17 9,33±0,178 "Перечинсь кий-

642" 1 ВНК-21 8,83±0,17 8,33±0,17 7,83±0,17
СНЕВ 8,33±0,17 7,83±0,17 7,83±0,179 "Березнян сякий-

542" 1 ВНК-21 8,25±0,14 7,75±0,14 7,75±0,14
СНЕВ 8,58±0,08 8,33±0,17 8,33±0,1710 М 2323 10 ВНК-21 7,08±0,08 6,67±0,17 6,33±0,17
СНЕВ 8,83±0,17 8,67±0,17 8,33±0,1711 К 9 11 ВНК-21 8,42±0,08 7,67±0Д7 7,67±0,17
СНЕВ 8,33±0,17 8,17±0,17 8,33±0,1712 К 22 12 ВНК-21 7,83±0,17 6,67±0,17 6,67±0,17
СНЕВ 9,33±0,17 9±0,29 9,33±0,1713 Л 90 13 ВНК-21 7,33±0,17 6,83±0,17 6,67±0,17
СНЕВ 9,33±0,17 9,33±0,17 9,33±0,1714 М 116 14 ВНК-21 7,33±0,17 7,08±0,08 6,67±0,17
СНЕВ 8,42±0,08 8,33±0,17 8,33±0,1715 Ч 73 15 ВНК-21 8,26±0,08 6,83±0,17 6,67±0,17
СНЕВ 8,26±0,17 7,83±0,17 7,83±0,1716 Г 95 16 ВНК-21 6,58±0,08 6,17±0,17 6,33±0,17
СНЕВ 7,33±0,08 7,17±0,17 7,33±0,1717 Б 111 17 ВНК-21 б,58±0,08 6,08±0,08 5,67±0,17
СНЕВ 9,33±0,17 8,83±0,17 8,92±0,0818 Ч 184 18 ВНК-21 8,17±0,17 7,17±0,08 7,33±0,33
СНЕВ 8,5±0,29 8,33±0,17 8,42±0,0819 Д 229 19 ВНК-21 7,08±0,08 6,67±0,17 6,42±0,08
СНЕВ 8,17±0,17 8,17±0,17 8,17±0,1720 И 249 20 ВНК-21 7,33±0,17 7,08±0,08 6,67±0,17
СНЕВ 8,33±0,17 8,33±0,17 8,33±0,1721 П 142 21 ВНК-21 7,17±0,17 6,33±0,17 7,08±0,08
СНЕВ 9,5±0,1 9,33±0,17 9,33±0,1722 В 151 22 ВНК-21 8,17±0,17 7,42±0,08 7,08±0,08
СНЕВ 8,17±0,17 8,08±0,08 7,83±0,1723 И 393 23 ВНК-21 7,17±0,17 7,17±0,08 6,83±0,17

Примітка: М±m, n=3; Р<0,05

Згідно даних, наведених у таблиці 2, штами
ЕВС є стійкими при різних значеннях рН середо-
вища у межах 2,0-13,0 незалежно від культури
клітин, на якій вивчався даний маркер.

Слід відзначити, що згідно наведених прикла-
дів, більш виразною є різниця значень інфекційної
активності ентеровірусів (витриманих у середови-
щах без 1М MgCl2 та витриманих у середовищах з
різним показником рН у порівнянні з контролями)
на культурі клітин ВНК-21/сlоn13, ніж на культурі

клітин СНЕВ. Це можна пояснити тим, що рефере-
нтні колекційні штами ентеровірусів свиней 23-х
серотипів десятиліттями підтримуються на культу-
рі клітин СНЕВ [1-10].

Проведені досліди доводять, що штами колек-
ції ентеровірусів свиней лабораторії імунології та
генеіики IBM УААН (8 серотипів англійських штамів
і 14 нових, раніше невідомих, виявлених Романен-
ком В.П. і захищених авторськими свідоцтвами
СРСР) незалежно від культури клітин, на якій
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культивуються, володіють терморезистентністю та
стійкістю до середовищ із різними значеннями рН,
що переконливо підтверджує їх родинну, родову і
видову належність.

Отож, ці маркери є стабільними генетичними
ознаками ентеровірусів свиней у внутрішньотипо-
вому і міжтиповому відношеннях і можуть бути
використані при виділенні та ідентифікації ентеро-
вірусів свиней.

Запропонований спосіб генетичного маркеру-
вання ентеровірусів свиней у культурі клітин ВНК-
21/сlоn13 має загальнотеоретичне значення при
поглибленому вивченні генетики та біотехнології
ентеровірусів свиней, удосконалити діагностику,
профілактику та лікування хвороб свиней ентеро-
вірусної етіології. Спосіб знайде застосування у
виробничих лабораторіях ветеринарної медицини
та НДУ, у господарствах при проведенні оздоров-
чих заходів.

Використана література:
1. Романенко В.П. // Значення ентеровірусів у

патології свиней// Ветеринарна медицина. - 1998. -
№5. - С.14-19.

2. Романенко В.П. / Ензоотичний енцефаломі-
єліт (хвороба Тешена) свиней // Ветеринарна ме-
дицина. -К.: 2007. - №4. - С.10-12.

3. Романенко В.П. / Вірусні гастроентерити
свиней// Ветеринарна медицина. - 2007. - №12. -
С.8-12.

4. Классификация энтеровирусов свиней / Ро-
маненко В.Ф., Прусс О.Г., Бокун А.А., Бабич Н.В.,

Полевик Е.Н., Пинчук И.Н. // Вісник аграрної науки.
- 1993. - №1. - С.94-101.

5. Таксономия энтеровирусов свиней / Рома-
ненко В.Ф., Полевик Е.Н., Прусс О.Г., Бабич Н.В.,
Бокун А.А., Пинчук И.Н. // Ветеринария. - 1993. -
№5. - С.26-29.

6. Dunne H.W Wang T.J., Atterman E.H.
Classification of North American porcine
enteroviruses: a comparison with European and
Japanese strains // Infect. Immunol. - 1971. - V.4, -
№5. - P.619-631.

7. Романенко В.Ф. Характеристика биологиче-
ских свойств энтеровирусов свиней, выделенных
на территории УССР: Дис. ... д-ра вет. наук.:
03.00.06. - Ч., 1973.

8. Романенко В.П., Опанасенко В.П. / Чутли-
вість первинних клітин нирок ембріонів свиней та
перевивних клітин лінії СНЕВ до ентеровірусів
свиней // Вісник сільськогосподарської науки. -
1972. - №1. - С.103-105.

9. Романенко В.Ф., Чаус В.М., Прусе О.Г., Ба-
бич И.В. Устойчивость энтеровирусов свиней в
средах с различными значениями рН // Труды 4
съезда укр. микробоил. общества. - К.: 1975. -
С.151.

10. Романенко В.П., Чаус В.М., Прусс О.Г. /
Дослідження терморезистентності ентеровірусів
свиней // Вісник сільськогосподарської науки. -
1973. - №11. - С.93-94.

Комп’ютерна верстка А. Рябко Підписне Тираж 28 прим.

Міністерство освіти і науки України
Державний департамент інтелектуальної власності, вул. Урицького, 45, м. Київ, МСП, 03680, Україна

ДП “Український інститут промислової власності”, вул. Глазунова, 1, м. Київ – 42, 01601


