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Репродуктивно-респіраторний синдром сви-
ней (РРСС) — вірусне контагіозне захворюван-
ня, що характеризується абортами свиноматок,
мертвонародженням поросят, передчасними
опоросами або їх затримкою, респіраторними
порушеннями [18]. Перші повідомлення про
хворобу з’явилися у 80-ті роки ХІХ ст. у США
[9, 19] та Канаді [9, 22]. У 1991 р. було виділе-
но специфічний збудник [9, 18]. Відтоді РРСС
реєстрували в Німеччині, Нідерландах, Вели-
кій Британії (1991), Франціі та Іспанії (1992),
Данії, Японії (1994) [18, 19]. На території Росії
РРСС офіційно було зареєстровано з 1993 р.
[9]. В Україні це захворювання реєстрували у
деяких свинарських господарствах Сумської,
Харківської, Донецької і Полтавської областей
[2, 4, 17]. РРСС також було виявлено на тери-
торії Білорусі [5, 29] і Вірменії [16]. Нині вірус
РРСС класифікується на 2 генотипи: амери-
канський і європейський, які мають певну гео-
графічну належність [9, 23, 31], американський
генотип циркулює в країнах Європи, а євро-
пейський — у США і Південно-Східній Азії [9,
25, 28, 31].

Серед засобів лабораторної діагностики
РРСС використовують: виділення вірусу в пер-
винній культурі клітин альвеолярних макро-
фагів поросят і перещеплюваних клітинних лі-
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ніях MARC-145, CL-2621, CRL-11171 [6], метод
флуоресцентних антитіл [12]; для виявлення
специфічних антитіл — імуноферментний ана-
ліз (ІФА), імунопероксидазний тест [1]; для ви-
явлення РНК вірусу — полімеразну ланцюго-
ву реакцію (ПЛР). Зазначені вище тести реко-
мендовано Міжнародним епізоотичним бюро
(OIE) для діагностики РРСС [26].

Цирковірус свиней вперше виявлено у 1974 р.,
охарактеризовано у 1982 р. [11], у 1995 р. Між-
народним комітетом з таксономії виділено в
окрему родину [7, 14]. Збудник цирковірусної
інфекції свиней (PCV-2) належать до роду Cir-
covirus родини Circoviridae [3, 7, 14, 27, 30]. Нині
відомо 2 типи цирковірусу свиней [7, 27]. За
даними зарубіжних авторів [21, 24, 30], штами
PCV-2 є патогенними для свиней, а PCV-1 —
непатогенними та контамінантами культури клі-
тин РК-15 [14].

Вперше захворювання свиней описано у Ка-
наді у 1991 р. [14], а вірус був ізольований у
1998 р. з тканин поросят у культурі клітин РК-15.
В епізоотологічному відношенні цирковірусна
інфекція поширена у Європі, Азії, Африці, Пів-
нічній і Південній Америці [13]. За одними да-
ними, антитіла до PCV-2 у крові свиней у різних
країнах Європи реєструвалися в 25–98% випад-
ків [20], а за іншими [14] — на рівні від 55–100%.
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Для виявлення ЦВС-2 застосовують ІФА,
метод флуоресцентних антитіл і ПЛР. Нині най-
ширше застосовують тест-системи для ІФА [8,
14] і ПЛР [10, 13, 14].

Враховуючи той факт, що вірус РРСС хоч і
виявляє цитопатичну дію в культурі клітин
MARC-145, однак не завжди його реплікації
супроводжуються проявом ЦПД, а цирковірус
2-го типу не викликає прояву цитопатичної дії
в культурах клітин, постає питання до вибору
найчутливішого та специфічного методу віру-
сологічної та серологічної діагностики цих ін-
фекцій.

Важливу роль відводиться імунопероксидаз-
ному тесту під час вивчення антигенних влас-
тивостей штамів, ізолятів чи клонів вірусів
РРСС та ЦВС-2. За допомогою цього методу
проводиться об’єктивна оцінка вірусів РРСС та
ЦВС-2 в чутливих культурах клітин з визначен-
ням титру їх інфекційної активності, а також
визначення титру специфічних гуморальних
антитіл у сироватках крові за допомогою реакції
нейтралізації.

Оскільки в Україні серологічна діагностика
цирковірусної інфекції та репродуктивно-респі-
раторного синдрому здійснюється виключно за
допомогою тест-систем ІФА, метою досліджень
було подати альтернативний варіант викорис-
тання імунопероксидазного методу для вияв-
лення антигену та специфічних антитіл до віру-
су репродуктивно-респіраторного синдрому та
цирковірусу 2-го типу в біологічних субстратах.

Матеріали і методи досліджень. Облад-
нання: ламінарний або настільний бокс; СО2
інкубатор; планшети 96-лункові для культиву-
вання культури клітин; планшети 96-лункові
для приготування розведень дослідних проб;
піпетка 8-канальна автоматична на 50–300 мкл;
піпетка 1-канальна автоматична на 50 мкл; сте-
рильні наконечники для піпеток; інвертований
світловий мікроскоп. Матеріали: живильні се-
редовища для культур клітин (ГЛА, 199, RPMI-
1640, ІГЛА); культура клітин для культивуван-
ня вірусу РРСС (MARC-145), культура клітин
для культивування цирковірусу 2-го типу SK-6;
цирковірус 2-го типу (ізоляти, штами, клони);
вірус РРСС (ізоляти, штами, клони); гіперімунні
(позитивні) сироватки крові одержані на свинях;
негативні сироватки крові свиней, що не містять
специфічних антитіл проти цирковірусу 2-го
типу та вірусу РРСС; 0,85%-й розчин натрію
хлориду; 0,1 М фосфатно-буферний розчин
(ФБР) рН 7,2–7,4; фіксувальний буфер (96%-й
етиловий спирт); кон’югат (кролячий антисви-
нячий імуноглобулін G, мічений пероксидазою
хрону); 1%-ве знежирене молоко; 0,04%-й

3-аміно-9-етилкарбазол; Na-ацетатний буфер
рН 5,0. Методи: імунопероксидазний тест ви-
користовується як для прямого виділення віру-
су РРСС та PCV 2 в біологічному матеріалі і
визначення його титру інфекційної активності,
а також для виявлення специфічних нейтралі-
зувальних антитіл у сироватках крові за допо-
могою реакції нейтралізації.

Результати досліджень. Імунопероксидаз-
ний метод діагностики цирковірусної інфекції та
РРСС може бути спрямований на виявлення
антигену вірусу або специфічних нейтралізу-
вальних антитіл за допомогою чутливих біоло-
гічних моделей — культур клітин. Прямий іму-
нопероксидазний тест дає змогу виявляти за-
значені віруси в біологічному матеріалі (кров,
суспензія органів, біологічні рідини) або визна-
чати титр інфекційної активності вакцинних,
референтних штамів чи польових ізолятів, а
непрямий — специфічні нейтралізувальні ан-
титіла до цих вірусів способом дослідження
сироваток крові, молока, молозива з викорис-
танням реакції нейтралізації.

Розглянемо етапи постановки імуноперокси-
дазного тесту з метою виявлення вірусів РРСС
і цирковірусу 2-го типу та визначення їх інфек-
ційної активності.

Вирощений у культуральному посуді моно-
шар культур клітин MARC-145 (для культиву-
вання вірусу РРСС), SK-6, PK-15 (для культи-
вування цирковірусу 2-го типу) знімають розчи-
ном трипсин — версену (1:9) та ресуспендують
за допомогою стерильної піпетки і доводять
живильним середовищем таким чином, щоб
коефіцієнт пересіву для культури клітин MARC-
145 становив 1:3–1:4, а для культур клітин SK-6,
PK-15 — 1:3–1:5. Для проведення реакції висі-
вають суспензію клітин чутливої культури (для
вірусу РРСС — MARC-145, для цирковірусу
2-го типу — SK-6, PK-15) на поживних середо-
вищах з додаванням 10% фетальної сироват-
ки крові великої рогатої худоби за допомогою
автоматичної 8-канальної піпетки на планшет
для культивування культур клітин.

Суспензію клітин вносять у кожну лунку 96-лун-
кового пластикового мікропланшета з плоским
дном по 0,2 см3 та культивують в СО2 інкуба-
торі. За серологічної діагностики цирковірусної
інфекції використовують несформований моно-
шар клітин SK-6, PK-15 (заповнення лунок клі-
тинами на 50%), а за серологічної діагностики
РРСС використовують суцільний моношар клітин.

Для цього у всі лунки 96-лункового пласти-
кового мікропланшета з круглим дном вносять
по 0,18 см3 живильного середовища. У перший
ряд лунок круглодонного планшета вносять по



29Вісник аграрної наукитравень 2014 р.

ТВАРИННИЦТВО,
ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА

Імунопероксидазний тест для вірусологічної та
серологічної діагностики репродуктивно-респіраторного
синдрому та цирковірусної інфекції свиней

0,02 см3 вірусовмісного біологічного матеріалу
або вакцинного чи діагностичного вірусу та тит-
рують у розведеннях 10–1–10–6 (10-разові роз-
ведення). У лунки, призначені для контролю
клітин, вносять живильне середовище з 10%
фетальної сироватки крові великої рогатої ху-
доби. Під час дослідження біологічного мате-
ріалу від домашніх свиней або диких кабанів
щодо наявності цирковірусу 2-го типу або віру-
су РРСС обов’язково ставлять позитивний кон-
троль вірусу (діагностичні чи вакцинні штами
цирковірусу 2-го типу або вірусу РРСС). Після
процедури титрування вміст планшета з моно-
шаром культури клітин видаляють і за допомо-
гою 8-канальної автоматичної піпетки перено-
сять вмістиме лунок планшета з круглим дном
у плоскодонний планшет з культурою клітин з
додаванням ембріональної сироватки крові ве-
ликої рогатої худоби (2%). Інкубацію здійсню-
ють 7 діб в умовах СО2 інкубатора, концентра-
ція вуглекислоти — 5%.

Через 5–7 діб безпосередньо проводять
процедуру імунопероксидазного фарбування
клітин. Вмістиме планшета видаляють, а моно-
шар клітин в лунках відмивають (1–2 рази)
0,1 М ФБР рН 7,2–7,4. Фіксувальний буфер
(96%-й етиловий спирт) вносять у всі лунки
планшета на 10 хв, потім його видаляють і про-
тягом 1 год підсушують в умовах термостату.
Далі готують робочі розведення специфічної
сироватки та кон’югату на 0,1 М ФБР рН 7,2–
7,4 з 1% знежиреного сухого молока (за діаг-
ностики цирковірусної інфекції використовуєть-
ся специфічна сироватка крові до цирковірусу
2-го типу, а за діагностики РРСС — специфіч-
на сироватка крові проти вірусу РРСС). У до-
слідні та контрольні лунки спочатку вносять по
0,05 см3 специфічної сироватки крові в робо-
чому розведенні та інкубують за температури
37?С протягом 60 хв. Потім видаляють вмісти-
ме, а лунки тричі промивають буферним роз-
чином та вносять по 0,05 см3 робочого розве-
дення кон’югату (кролячий антисвинячий іму-
ноглобулін G, мічений пероксидазою хрону) і
поміщають у термостат за температури 37?С
на 60 хв. Знову вмістиме планшета видаляють,
а лунки промивають тричі фосфатно-буфер-
ним розчином. На наступному етапі готують і
вносять розчин субстрату (0,04% 3-аміно-9-
етилкарбазол у Na-ацетатному буфері, рН 5,0)
з експозицією 15–20 хв в умовах термостату.
Зупиняють реакцію відмиванням лунок планше-
та під проточною водою. Облік результатів ре-
акції проводять за допомогою інвертованого
світлового мікроскопа за малого збільшення
(+100), де інфіковані цирковірусом 2-го типу


    

     



а б

      
      


а б


    

    


а б


  
 

а б

клітини мають вигляд поодиноких клітин або їх
скупчень (бляшок) із забарвленою в темно-чер-
воний колір цитоплазмою та світлим ядром.
Межею інфекційної активності вірусу вважають
найвище його розведення, в якому помітна хо-
ча б одна специфічна бляшка. Результати тит-
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рування інфекційної активності вірусу виража-
ють у десяткових логарифмах тканинних клі-
тинних інфекційних доз (lg ТКІД50), які визнача-
ють за методом Ріда і Менча або методом Кер-
бера в модифікації І.П. Ашмаріна [15].

Розглянемо етапи постановки імуноперокси-
дазного тесту у реакції нейтралізації з метою
виявлення специфічних антитіл проти вірусу
РРСС і цирковірусу 2-го типу та визначення їх
титру в сироватках крові домашніх свиней та
диких кабанів.

Для проведення реакції висівають суспензію
клітин чутливої культури (для вірусу РРСС —
MARC-145, для цирковірусу 2-го типу — SK-6,
PK-15) на живильних середовищах з додаван-
ням 10% фетальної сироватки крові великої
рогатої худоби за допомогою автоматичної
8-канальної піпетки на планшет для культиву-
вання культур клітин. У кожну лунку вносять по
0,2 см3 зазначених інгредієнтів та інкубують за
температури 37°С в СО2 інкубаторі з 5%-м уміс-
том СО2. Стан моношару оцінюють за допомо-
гою бінокулярного інвертованого мікроскопа.

За серологічної діагностики цирковірусної
інфекції використовують несформований моно-
шар клітин SK-6, PK-15 (заповнення лунок клі-
тинами на 50%), а за серологічної діагностики
РРСС використовують суцільний моношар клі-
тин культури MARC-145.

Проводять процедуру титрування позитив-
ної (контрольної) та дослідних сироваток крові.
У лунки 96-лункового пластикового планшета
з круглим дном вносять по 0,1 см3 живильного
середовища без сироватки крові. У перший ряд
лунок вносять по 0,1 см3 дослідних сироваток
крові (на кожну окрему сироватку використову-
ють по 4 лунки) і піпетують 3–5 разів для змішу-
вання, після чого 0,1 см3 суміші переносять в
аналогічні лунки наступного ряду. Отже, завдя-
ки послідовному перенесенню сумішей отриму-
ють 2-разові розведення сироваток. Для цієї
реакції готують робоче розведення вірусів (для

Запропонований та апробований імунопе-
роксидазний тест дає змогу проводити виз-
начення інфекційної активності вірусів репро-
дуктивно-респіраторного синдрому та цирко-

Висновки

вірусної інфекції свиней відповідно в чутливих
культурах клітин MARC-145 та SK-6, а та-
кож визначати титри специфічних антитіл
до цих патогенів у реакції нейтралізації.

1. Антитела к вирусу репродуктивного и респи-
раторного синдрома свиней в сыворотках свиней/
Л.Ю. Вергун, З. Пейсак, Ю.А. Собко, А.Т. Шиков//

Бібліографія

Ресурси і віруси: матеріали ІV Міжнар. конф. (Київ,
27–30 вер. 2004 р.). — К., 2004. — С. 40–41.

2. Ассоциированные вирусные инфекции при па-

цирковірусної інфекції свиней — штам Stoon
1010, для РРСС — Lelystad) — 1000 ТЦД50/
1см3, яке вносять в об’ємі 0,1 см3 в усі лунки
планшета з розтитрованими дослідними і по-
зитивною сироватками крові. Одночасно робо-
че розведення вірусу вносять у лунки, зазна-
чені як контроль вірусу, та ставлять контролі:
1. Контроль культури клітин. У 4 лунки вносять
тільки живильне середовище для виявлення
неспецифічної дегенерації клітин. 2. Контроль
токсичності сироватки крові. В 4 лунки вносять
сироватку в найменшому розведенні, яке вико-
ристовували в реакції. 3. Позитивний контроль
сироватки крові. Робоче розведення вірусу змі-
шують з 2-разовими розведеннями специфіч-
ної сироватки. 4. Негативний контроль сироват-
ки. Робоче розведення вірусу змішують з 2-ра-
зовими розведеннями негативної сироватки. 5.
Контроль робочого розведення вірусу. З робо-
чого розведення вірусу готують 4 ряди 10-ра-
зових розведень так, щоб у лунках було по
1000, 100, 10, 1 і 0,1 дози вірусу.

Вмістиме планшета змішують коловими ру-
хами і ставлять на 1 год у СО2 інкубатор для
контакту вірусу з сироватками. Потім суміші
переносять у планшет з моношаром клітин, з
якого попередньо видаляють ростове середо-
вище, і ставлять в СО2 інкубатор на 5–7 діб.

Облік результатів реакції нейтралізації з кон-
тролями проводять на 5–7-му добу способом
імунопероксидазного фарбування моношару
клітин згідно з процедурою, наведеною вище.
Реакцію нейтралізації враховують за допомо-
гою інвертованого мікроскопа, де інфіковані
цирковірусом 2-го типу або вірусом РРСС клі-
тини мають вигляд поодиноких клітин або їх
скупчень (бляшок) із забарвленою в темно-чер-
воний колір цитоплазмою та світлим ядром, і
оцінюють, як відсутність антитіл у сироватці, а
відсутність бляшок — як наявність антитіл у
сироватці. Типи антитіл виражають у подвійних
логарифмах з основою 2 (Log2) (рис. 1–4).
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