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Наведено�рез¾льтати�досліджень�з�вивчення
вплив¾�різних�чинни±ів�на�один�з�етапів
при�от¾вання� еритроцитарно�о� діа�ности±¾м¾
за�ринопневмонії�±оней.�Установлено,�що
ви±ористання�різних�доз�танін¾�за�танізації
еритроцитів�істотно�впливає�на�вияв�спонтанної
�ема�лютинації,�рівень�адсорбції�біл±а
поверхнею�еритроцита�та�ч¾тливість�реа±ції.

Герпесвірусна інфекція поширена серед лю-
дей і тварин. До родини герпесвірусів належать
віруси, які вражають центральну нервову сис-
тему і спричиняють важкі захворювання голов-
ного та спинного мозку (енцефаліт, мієліт, ен-
цефаломієліт), органів зору (кератит, кера-
токон’юнктивіт), слизових оболонок ротової
порожнини (стоматит) та шкірного покриву (ек-
зема, везикулярний дерматит).
Однією з цих хвороб є ринопневмонія коней.

Основні клінічні ознаки вияву: аборти, респіра-
торні ураження, кератокон’юнктивіти та мієло-
енцефалопатії [7–9]. Нині основними метода-
ми ідентифікації антигенів та антитіл для ді-
агностики ринопневмонії коней є такі: метод
біологічної нейтралізації (РН) на первинних і
перещеплюваних культурах клітин різного по-
ходження, імунофлуоресценції (РІФ), зв’язуван-
ня комплементу (РЗК), дифузної преципітації
(РДП), імуноферментного аналізу (ІФА), полі-
меразної ланцюгової реакції (ПЛР). Однак ці
методи є складними у виконанні і потребують
за використання культури клітин великої кіль-
кості реагентів та значних витрат часу на їх
проведення.
Спосіб, який не має цих недоліків, — реак-

ція непрямої гемаглютинації (РНГА). Багато
дослідників вважають, що вона високочутлива,
проста у виконанні та специфічна за проведен-
ня діагностичних досліджень [1, 3, 4]. Однак
слід зазначити, що за використання цього ме-
тоду діагностики немає єдиної стандартної ме-
тодики постановки. Так, танізація еритроцитів
проводиться за різної концентрації таніну в
еритроцитів, концентрації антигену і танізо-
ваних еритроцитів під час їх сенсибілізації та
інших методичних відмінностей, які безпосе-
редньо впливають на результати реакції та її
специфічність. Визначення оптимальної кон-
центрації таніну під час танізації еритроцитів
має велике значення, оскільки надлишок його
призводить до неспецифічної аглютинації ери-
троцитів, а недостатня кількість не забезпечує

максимальної адсорбційної здатності білка по-
верхнею еритроцита.
Вивчено один з етапів підготовки до прове-

дення РНГА — обробку еритроцитів таніном
(танізація), а саме: вплив цього процесу кон-
центрації таніну на фіксовані еритроцити, ад-
сорбцію таніну на фіксовані еритроцити залеж-
но від їх концентрації та умов інкубації, адсорб-
цію білка еритроцитами й періоду зберігання
танізованих еритроцитів залежно від концент-
рації таніну, а також рівень титру антитіл у
РНГА до вірусу ринопневмонії коней (ВРК).
Мета досліджень — вивчити вплив різних

чинників на етапі танізації еритроцитів під час
приготування еритроцитарного діагностикуму
та встановити оптимальні умови постановки
РНГА.
Методика досліджень. Роботу проводили з

вірусним матеріалом, отриманим способом
культивації ВРК вакцинного штаму СВ-69 на
субкультурі клітин курячого ембріона. Інфекцій-
ну активність вірусу визначали його титрацією
на культурі клітин. Метод отримання гіперімун-
них сироваток до ВРК описано нами в попе-
редній роботі [5]. Для постановки методу РНГА
використано загальноприйняту схему [8]. Ви-
значення загального білка проводили за мето-
дикою В.Є. Чумаченка та співавторів [6]. Ви-
значення адсорбції таніну на фіксовані глюта-
ровим альдегідом еритроцити барана залежно
від умов інкубації проводили з використанням
1%-го розчину FeCl3, який за взаємодії з тані-
ном викликає появу забарвлення чорного з си-
нім відтінком [2]. Осад фіксованих еритроцитів
барана в об’ємі 1 мл титрували до титру 1:1024
та визначали концентрацію еритроцитів у різ-
них розведеннях загальноприйнятим методом.
До розведень еритроцитів додавали танін у
титрі 1:100 в об’ємі 1 мл. Інкубацію проводили
упродовж 30 хв за кімнатної температури та
при +60°С, періодично перемішуючи. Після за-
кінчення інкубації пробірки з сумішшю обробле-
них таніном еритроцитів центрифугували на
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центрифузі з відцентровою силою 200g та від-
бирали по 1 мл з кожної проби надосад і до-
давали 0,05 мл індикатору FeCl3. Інкубували за
кімнатної температури 30 хв. Після закінчення
інкубації визначали оптичну густину порівняно
з контролем (контроль — дистильована вода)
за довжини хвилі 450 нм. Визначали вміст та-
ніну за калібрувальною кривою відповідно до
оптичної густини дослідних проб (мг⋅%) та ад-
сорбцію таніну еритроцитами (%).
Результати досліджень. Проведено дослі-

дження з визначення впливу концентрації тані-
ну на еритроцити тварин (табл. 1).
Результати досліджень свідчать, що лише

за концентрації таніну 4⋅10–3 мг/мл аглютина-
ція еритроцитів відсутня, а за вищих концент-
рацій вона є. Не встановлено різниці у вияві
спонтанної аглютинації за використання фіксо-
ваних глютаровим альдегідом еритроцитів ко-
ня, барана, морської свинки та кроля за його
різних концентрацій.
Отже, оптимальна концентрація таніну для

проведення РНГА становить від 4⋅10–3 мг/мл і
вище. За такого вмісту таніну спонтанної аглю-
тинації еритроцитів не відбувається.
Визначено адсорбцію таніну на еритроцити

барана залежно від концентрації еритроцитів та
умов інкубації за постійної дози таніну (табл. 2).
Результати досліджень свідчать, що за кон-

центрації еритроцитів барана 1,26 млн/мл від-
бувається адсорбція 42% таніну від його за-
гальної кількості. Зі зменшенням концентрації
еритроцитів пропорційно зменшується і кіль-
кість адсорбованого таніну. Отже, на еритроци-

ти адсорбується лише визначена кількість та-
ніну і за недостатньої його кількості в розчині
та стабільної концентрації еритроцитів процес
танізації може бути неповним, а надлишок його
призведе до спонтанної аглютинації еритро-
цитів. Різні умови інкубації не вплинули на про-
цес танізації еритроцитів. Так, проведена інку-
бація за кімнатної температури та за +60°С
упродовж 30 хв не вплинула на кількість адсор-
бованого таніну на еритроцити.
У подальших дослідженнях вивчено вплив

постійної дози танізованих еритроцитів з різною
концентрацією таніну на адсорбцію білка на
поверхню еритроцита. З цією метою викорис-
тано танізовані фіксовані глютаровим альдегі-
дом еритроцити в різних розведеннях таніну
(від 1:100 до 1:50000).
Лише за танізації еритроцитів при титрі та-

ніну від 1:100 до 1:5000 відбувається адсорб-
ція білка імунної сироватки до ВРК на танізо-
вані еритроцити. За танізації еритроцитів ниж-
чими дозами таніну (від 1:5 000 та нижче) білок
на танізовані еритроцити адсорбується в дуже
низьких кількостях. Тому в подальших дослі-
дженнях проводили танізацію еритроцитів за
концентрації таніну в діапазоні від 1:4000 до
1:5000.
За аналогією до наведених вище дослі-

джень проведено досліди з визначення титру
антитіл до ВРК у РНГА з використанням сен-
сибілізованих еритроцитів, які попередньо та-
нізовані в титрах 1:4000–1:100000.
Зниження титру таніну, використаного за та-

нізації еритроцитів, призводить до зниження
визначуваного вмісту антитіл імунної сироват-
ки до ВРК від 1:128 до 1:4. За танізації ери-
троцитів 1:100000 і сенсибілізації їх ВРК антитіл
взагалі не виявлено, що свідчить, можливо, про
відсутність адсорбції вірусу на поверхні танізо-
ваного еритроцита. Отже, за танізації еритро-
цитів потрібно використовувати дози таніну в
межах титру 1:4000–1:10000 з подальшою їх
сенсибілізацією ВРК і визначенням антитіл у
РНГА.
Одним із важливих питань у виготовленні

еритроцитарних діагностикумів є їх зберігання.
Так, проведено дослідження на стабільність
титрів у кінцевих розведеннях танізованих ери-
троцитів барана з різною концентрацією тані-

1.� Динамі±а� вияв¾� спонтанної� а�лютинації
еритроцитів�залежно�від�±онцентрації�танін¾

Коня + + + – – –

Барана + + + – – –

Морської
свинки + + + – – –

Кроля + + + – – –

Примітка. + — аглютинація еритроцитів; – — від-
сутня аглютинація еритроцитів.

Концентрація таніну, мг/млЕритроцити
(0,2 %)

 1⋅10–3 2⋅10–3 3⋅10–3  4⋅10–3   5⋅10–3 6⋅10–3

За температури:

  кімнатної (30 хв) 42 38 33 26 19,5 13 7,3 1,5 0 0 100

  +60
о
С (30 хв) 42 38 33 26 19,5 13 7,3 1,5 0 0 100

2.�Адсорбція�танін¾�¾�відсот±овом¾�співвідношенні�на�фі±совані�еритроцити�барана�залежно
від�їх�±онцентрації�та�¾мов�ін±¾бації

Контроль
концентрації
таніну, %

Умови інкубації
Концентрація еритроцитів, млн/мл

1,26 1,0 0,43 0,28 0,078 0,054 0,018 0,011 0,005 0,003
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ну, де чітко візуально видно формування ери-
троцитарного диска за період спостереження
62 дні при температурі +10°С (табл. 3).
Отже, результати досліджень свідчать, що

еритроцити, танізовані таніном 1:10000, ма-
ли найвищий кінцевий титр, що становив 1:64

на 42-й день, у титрі таніну 1:20000 і 1:50000
на 14-й день спостережень. На останній день
спостережень найвищий кінцевий титр ери-
троцитів був в еритроцитів, танізованих
1:10000, і найнижчий — в еритроцитів, танізо-
ваних 1:50000.

Потрібно проводити танізацію еритро-
цитів, фіксованих глютаровим альдегідом за
титру таніну в межах 1:4000–1:5000. У кон-
центрації таніну 3⋅10–3 мг/мл і вищих спосте-
рігається спонтанна аглютинація еритро-
цитів коня, барана, морської свинки та кроля.
Інкубація за кімнатної температури та за
+60

о
С упродовж 30 хв не вплинула на процес

танізації еритроцитів. Кількість адсорбова-

Висновки

ного білка на танізованому еритроциті пря-
мо пропорційна концентрації таніну, адсорбо-
ваного на поверхні еритроцита. Чутливість
методу РНГА під час визначення антитіл до
вірусу ринопневмонії коней істотно залежить
від умісту адсорбованого антигену на поверх-
ню танізованого еритроцита. Доза адсорбо-
ваного таніну на поверхні еритроцита впли-
ває на його зберігання.
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1:10000 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32

1:20000 1:64 1:64 1:64 1:32 1:16 1:8

1:50000 1:64 1:64 1:64 1:32 1:8 1:4

3.�Вплив�±онцентрації� танін¾�на�форм¾вання�еритроцитарно�о�дис±а�танізованими�еритро-
цитами�під�час�їх�збері�ання

1-й 6-й 14-й 20-й 42-й           62-й

Титр таніну під
час танізації
еритроцитів
барана

День спостережень
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