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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНА ОЦІНКА ПОЛІАНТИГЕННИХ 

ІЗОЛЯТІВ ЕНТЕРОВІРУСІВ СВИНЕЙ 
 

Для встановлення таксономічного положення ізолятів вірусів використані 
видоспецифічні праймери Porcine Teschovirus (PTV), Porcine Enterovirus А, Porcine 
Enterovirus В. Проведено молекулярно-генетичну оцінку 20 ізолятів ентеровірусів свиней, 
виділених на території України, які мали поліантигенні властивості. Для цього 
використовували ПЛР з детекцію продуктів реакції за допомогою електрофорезу у 1,5% 
агарозному гелі. Згідно результатів секвенування та філогенетичного аналізу їх віднесено до 
виду PTV1. Проведені дослідження є підґрунтям для більш детального вивчення 
рекомбінантних властивостей даних ізолятів шляхом повного секвенування. 

Ключові слова: поліантигенні ізоляти, секвенування, філогенетичний аналіз. 
 
Вступ. Ентеровіруси широко розповсюджені та викликають хвороби 

свиней, які характеризуються значним поліморфізмом клінічних та 
патологоанатомічних ознак. 

Основним місцем локалізації ентеровірусів в організмі як здорових, так і 
хворих свиней є травний канал, але в патогенезі віруси проникають у різні 
органи і тканини організму та викликають відповідні хвороби: ензоотичний 
енцефаломієліт (хвороба Тешена) свиней, ентеровірусний гастроентерит, 
ентеровірусну пневмонію та інші [1, 2]. 
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Основні морфологічні, бiологiчнi, фiзико-хiмiчнi та антигенні властивості 
ентеровiрусiв свиней були встановлені в 60–70-х роках ХХ століття та були 
покладені в основу їх міжнародної класифікації. У 1971 р. на основі результатів 
вивчення антигенних властивостей 72 європейських, американських та 
японських штамів ентеровірусів свиней, Dunne H.W., Wang T.J., Ammermann 
E.H. [3] розподілили їх на 8 серотипiв (ЕВС 1–8). Дану класифікацію доповнили 
Knowles N. еt al. [4] 3-ма (ЕВС 9–11), а також J. Auerbach еt al. [5] – 2-ма (ЕВС 
12 і 13) новими серотипами. На території України, Російської Федерації та 
Молдови в 70–80 роках минулого століття Романенко В. П. з спiвавт. [6] 
встановили 14 нових серотипів ЕВС, референтні штами яких захищені 
авторськими свідоцтвами СРСР.  

Згідно рішення 11 Міжнародного конгресу з вірусології, який відбувся у 
1999 році у Сіднеї, ЕВС 1–7 та 11–13 серотипів віднесено до виду Porcine 
teschovirus і винесено в окремий рід Teschovirus. Ентеровіруси свиней 8 
серотипу рекласифіковано як Porcine Enterovirus A та 9, 10 – Porcine Enterovirus 
В, які віднесені до роду Enterovirus [7, 8]. 

Протягом останніх 13 років нами та іншими дослідниками виділено 
ізоляти ентеровірусів свиней, які в реакції нейтралізації мають поліантигенні 
властивості, що ускладнює встановлення їх таксономічного положення [9].  

Метою роботи було вивчення молекулярно-генетичних властивостей 
виділених ізолятів з поліантигенними властивостями ентеровірусів свиней 
методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) з використанням специфічних 
праймерів, з наступним секвенуванням та проведенням філогенетичного 
аналізу. 

Матеріали і методи досліджень. В роботі використано 20 
поліантигенних ізолятів ентеровірусів свиней, що виділені на території 
України. Для контролю використана культура клітин СНЕВ (в дослідах №6). 

Польові ізоляти №1П–20П виділені від свиней з різних областей України 
у 3-х послідовних пасажах на культурі клітин СНЕВ в лабораторії 
імуногенетики ентеровірусів свиней ІВМ НААН. Визначена їх цитопатична та 
інфекційна активність, а також фізико-хімічні властивості: стійкість до дії 
трипсину та хлороформу, терморезистентність за температури 56ºС протягом 1 
години в присутності і без 1М MgCl2, стійкість до середовищ з значеннями рН 
від 3 до 10. За серотиповою належністю виділені ізоляти мали антигенні звязки 
з 10–18 специфічними сироватками до референтних штамів ентеровірусів 
свиней колекції В. П. Романенка (табл. 1). 

Виділення рибонуклеїнової кислоти (РНК) вірусів свиней проводили за 
допомогою комплекту реагентів «АмплиПрайм РИБО-преп» (м. Москва) в 
лабораторії «Науково-дослідний навчальний центр діагностики хвороб тварин» 
ІВМ НААН. 

Дослідження нуклеотидної послідовності гену VP1 ізолятів вірусів 
свиней за ПЛР, з наступним секвенуванням та філогенетичним аналізом, 
проводили в National Veterinary Reserch Institute у м. Пулави, Польща.  
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Таблиця 1 
Польові ізоляти, використані в роботі 

№ 
п/п 

Номер 
ізоляту 

Кількість 
серотипів 

№ 
п/п 

Номер 
ізоляту 

Кількість 
серотипів 

1 1П 10 11 11П 12 

2 2П 12 12 12П 14 

3 3П 15 13 13П 16 

4 4П 16 14 14П 15 

5 5П 12 15 15П 11 

6 6П 18 16 16П 18 

7 7П 15 17 17П 10 

8 8П 17 18 18П 13 

9 9П 11 19 19П 14 

10 10П 14 20 20П 15 
 

У дослідженні використовували видоспецифічні праймери Porcine 
Enterovirus А та Porcine Enterovirus B виробництва фірми SIGMA–ALDRICH 
(США), які були підібрані нами за допомогою аналізу літератури та баз даних 
GenBank NCBI [10], EMBL [11], DDBJ [12]. Для визначення Porcine Teschovirus 
використали специфічний праймер для всіх 13 серотипів Teschovirus, 
розроблений нами спільно з відділом молекулярної діагностики Української 
лабораторії якості і безпеки продукції АПК Національного університету 
біоресурсів і природокористування України [13]. Використані нами праймери 
представлені в таблиці 2. 

Таблиця 2 
Специфічні праймери 

Вид Назва  Послідовність (5'-3') 

PTV-F CAGCCRGCWGAGACAGG 
Porcine Teschovirus 

PTV-R GTRAATGARGGYAATGC 
Pev8F6 TGCCAAACTAAGAACGCCACTG 

Porcine Enterovirus А 
Pev8R6 TCACCTTCTGCCATCCACAATC 
Pev9F1 GGATTGCGGTCAAGCACTTCTGTT 

Porcine Enterovirus B 
Pev9R1 CGTGGTTAGGATTAGCCGCATTC 

 
Зворотну транскрипцію та ампліфікацію проводили за допомогою 

комплекту QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit на ампліфікаторі Veriti® Thermal 
Cycler фірми Applied Biosystems® за програмою таблиці 3. 
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Таблиця 3 
Температурні і часові параметри ампліфікації 

№ циклу Час Температура Характеристика 
1 30 хв 50 ºC Зворотна транскрипція 
2 15 хв 95 ºC Попередня активація 

15 с 94 ºC 
15 с 57 ºC 3 

Кількість - 40 циклів 30 с 72 ºC 

Активація 
Денатурація 
Відпал 

4 5 хв 72 ºC Розширення 
5 пауза 4ºC  

 
Детекцію продуктів реакції проводили за допомогою електрофорезу у 

1,5% агарозному гелі, забарвленому бромідом етидію з використанням 
трисборатного буферу при градіенті напруги 10 В/см. Візуалізацію та 
збереження результатів після електрофорезу проводили на трансілюмінаторі 
VILBER LOURMAY. Специфічність ампліфікованого фрагмента кДНК 
визначали за його розміром відносно фрагментів стандартних маркерів. 

Підготовка продукту ампліфікації до секвенування включала декілька 
етапів очистки. 

 
 

Рис. 1. Схема очищення ExoSAP-IT 
 

Очищення ПЛР-продукту від невикористаних дНТФ та праймерів за 
допомогою набору USB ExoSAP-IT PCR Product Clean-Up (Affymetrix) згідно 
інструкції виробника. Схема очищення показана на рис. 1. 
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Щоб отримати більш рівномірну висоту піків та підвищити точність 
сигналу при секвенуванні використовували «BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit» (Applied Biosystems, США) згідно інструкції виробника.  

Пресеквенаційне очищення ПЛР-продукту досліджуваного матеріалу 
проводили за допомогою «BigDye® Х TerminatorТМ Purifikation Kit» (Applied 
Biosystems, США) згідно інструкції виробника.  

Визначення нуклеотидної послідовності продуктів ампліфікації 
досліджуваних зразків проводили на генетичному аналізаторі 3500 Genetіc 
Analyzer (Applied Biosystems, США). 

Комп’ютерний аналіз результатів секвенування проводили із 
використанням програми SeqScape® Software v2.7, філогенетичний аналіз – 
програми MEGA 6 [14]. 

Результати досліджень та їх обговорення. В результаті проведення 
ПЛР-досліджень із використанням специфічних праймерів Porcine Enterovirus 
А та Porcine Enterovirus B в досліджуваному матеріалі ми отримали негативний 
результат. При використанні праймера, специфічного для Porcine Teschovirus, 
на всіх зразках кДНК досліджуваних ізолятів отримано специфічний продукт, 
що проявлявся на електрофореграмі у вигляді ліній синього кольору довжиною 
400–500 п.н. Контроль КК СНЕВ мав негативний результат (рис.2). 

 
М 1 2 3 4 5 6 7 8 М 9 10 11 12 13 14 15 16 М 17 18 19 20 21 М 

 

Рис. 2. Електрофореграма ПЛР–продуктів досліджуваних матеріалів 
при використанні праймера, специфічного для PTV у 1,5% агарозному 
гелі: 1–21 зразок кДНК; 6 – контроль КК СНЕВ; М – маркер довжин 
фрагментів ДНК. 
 

Після очищення даного ПЛР-продукту проведено визначення 
нуклеотидної послідовності VP1 гену 20 ізолятів. 

Компютерний аналіз результатів секвенування включав порівняння із 
PTV, які мали найбільший процент спорідненості за генетичною будовою 
(рис. 3). 
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Рис. 3. Аналіз амінокислотних послідовностей капсидного протеїну VP1 

тешовірусів І серотипу із використанням програми MEGA 6. 
 
При цьому було встановлено, що зразки №1–4 та №7–21 мали 

мономорфну будову, в той час як зразок №5 відрізнявся за нуклеотидною 
послідовністю. Філогенетичний аналіз амінокислотних послідовностей 
капсидного протеїну VP1 досліджуваних ізолятів та різних серотипів 
тешовірусів з електронних баз даних, вказує на те, що дані ізоляти належать до 
тешовірусів першого серотипу (PTV1). На рис. 4 представлена дендрограма, яка 
вказує на окреме філогенетичне положення досліджуваних ізолятів у межах 
кластеру, до якого належать PTV1.  

При цьому, ізолят №5 займає окреме положення між P. teschovirus 1 
Teschen – Bozen, Teschen–Tirol, Teschen –Konratice. 

Закладена в геномі спадкова інформація забезпечує відтворення вірусу, а 
фенотипічне різноманіття,  яке представлене в генофонді, дозволяє вірусам 
пристосовуватись і виживати в зовнішньому середовищі. При зміні зовнішніх 
умов проходить перебудова складової структури генів, завдяки чому 
забезпечується пристосування вірусу до нового середовища. Однією з таких 
перебудов являється рекомбінація. Дослідження Лукашева О.М. з вивчення 
рекомбінації у великої кількості циркулюючих штамів ентеровірусів людей 
показали, що рекомбінація є звичайним і надзвичайно широко поширеним 
явищем у ентеровірусів, і обмін фрагментами геному може розглядатися в 
загальному плані, як спосіб існування генетичної інформації у всієї цієї групи 
вірусів [15]. На нашу думку, дане явище є властивим і для ентеро-  та 
тешовірусів свиней, що пояснює наявність перехресних реакцій між 
досліджуваними ізолятами та специфічними сироватками до референтних 
штамів ентеровірусів свиней з колекції В. П. Романенка.  

Висновки та перспективи подальших досліджень. Одержані 
результати досліджень з вивчення молекулярно-генетичних властивостей 

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________



ВЕТЕРИНАРНА БІОТЕХНОЛОГІЯ № 27, 2015 

216 

поліантигенних ізолятів вірусів, виділених від свиней різних областей України, 
свідчать про високу ступінь гомології між ними. За нуклеотидними 
послідовностями досліджувані ізоляти на 99–100 %, відповідають штамам 
PTV1, що підтверджує філогенетичний аналіз амінокислотних послідовностей 
капсидного протеїну VP1.  

 

 
Рис. 4. Філогенетичний аналіз амінокислотних послідовностей 

вірусного капсиду VP1 досліджуваних ізолятів із використанням програми 
MEGA 6 (http://www.megasoftware.net). 

 
Проведені дослідження є підґрунтям для більш детального вивчення 

властивостей даних ізолятів шляхом повного секвенування.  
Отримані дані з нуклеотидної послідовності виділених ізолятів мають 

практичне значення для розробки нових та удосконалення існуючих засобів 
діагностики та профілактики хвороби Тешена в Україні. 
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА ПОЛИАНТИГЕННЫХ 
ИЗОЛЯТОВ ЭНТЕРОВИРУСОВ СВИНЕЙ / Музыкина Л.Н., Романенко В.Ф., 
Сытюк Н.П., Галка И.В., Нычик С. А., Krzysztof Śmietanka, Edyta Swieton  

 
Для определения таксономического положения изолятов вирусов использованы 

видоспецифические праймеры Porcine Teschovirus, Porcine Enterovirus А, Porcine Enterovirus 
В. Проведено молекулярно-генетическую оценку 20 изолятов энтеровирусов свиней, 
выделенных на територии Украини, которые имеют полиантигенные свойства. Для этого 
использовали ПЦР с детекцию продуктов реакции с помощью электрофореза в 1,5% 
агарозном геле. Согласно результатов секвенирования и филогенетического анализа они 
относятся к виду PTV1. Проведенные исследования являются основанием для более 
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детального изучения рекомбинантных свойств данных изолятов путем полного 
секвенирования. 

Ключевые слова: полиантигенные изоляты, секвенирование, филогенетический 
анализ. 

 
MOLECULAR-GENETIC EVALUATION OF POLYANTIGENIC  PORCINE 

ENTEROVIRUSES ISOLATES / Muzykina L.M., Romanenko V.P., Sytiuk M.P., Halka I.V., 
Nychyk S.A., Krzysztof Śmietanka, Edyta Swieton 

 
Introduction. Porcine enteroviruses are widespread and cause such diseases as enzootic 

encephalomyelitis (Teschen disease), swine enteroviral gastroenteritis, pneumonia and other. 
Recently, the international classification of these viruses has been undergone significant 

changes. Over the past 13 years we and other researchers identified isolates of porcine 
enteroviruses which have polyantigenic properties in neutralization test, making it difficult to 
determine their taxonomic position. 

The goal of the work. To study molecular-genetic properties of isolated polyantigenic 
porcine enteroviruses isolates in Ukraine using modern research methods. 

Materials and methods. It was used 20 polyantigenic porcine enteroviruses isolates and cell 
culture SNEV as a control. 

Extraction of ribonucleic acid (RNA) of swine viruses was carried out using the kit 
«AmplyPrime RIBO-prep» (Moscow) at IVM NAAS. 

Research of the nucleotide sequence of VP1 isolates gene of swine viruses in PCR, with the 
current sequence and phylogenetic analyses were carried out at the National Veterinary Research 
Institute in Pulawy, Poland.  

Results of research and discussion. According to PCR using specific primers Porcine 
Enterovirus А and Porcine Enterovirus B the negative result has been received in research 
material. Using specific for Porcine Teschovirus primer with all cDNA samples of studied isolates 
the specific product has been received, which has been used for research after several stages of 
purification and sequence.  

Phylogenetic analysis of capsid protein VP1 amino acid sequences of the studied isolates 
points out that the present isolates belonged to Teschoviruses serotype 1 (PTV1). It was found that 
the samples №1–4 and №7–21 had monomorphic structure, while sample №5 was different by 
nucleotide sequence. 

Conclusions and prospects for further research. The results of research indicated a high 
degree of homology between the isolates. Studied isolates correspond to strains PTV 1 at 99–100% 
according to nucleotide sequences. 

Our studies are the basis for a more detailed research of the properties of these recombinant 
isolates by complete sequencing. 

Keywords: polyantigenic isolates, sequencing, phylogenetic analysis. 
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ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ АНТИРАБІЧНОЇ ВАКЦИНАЦІЇ ВРХ 
 

У статті представлені результати досліджень сироваток крові ВРХ на наявність 
антирабічних антитіл, відібраних від тварин, що були на момент щеплення 
серонегативними та серопозитивними на лептоспіроз. Встановлено знижений ступінь 
протективної активності антирабічних вакцин при імунізації великої рогатої худоби, що 
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