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DETECTION OF RABIES VIRUS WITH THE HELP OF “NESTED» INVERSE TRANSCRIPTASE PCR
Golovko M.A.

State Scientifi c Control Institute of Biotechnology and Strains of Microorganisms, Kyiv
Results of testing of specifi city of the developed test-system “Rabies-Test» (SSCIBSM) with test, vaccine strains and with pathological material from 

different animal species, are presented in the paper. High specifi city of the diagnostic test-system at detection of rabies virus both in vaccines, and in 
pathological material from different animal species, has been confi rmed.
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ВИВЧЕННЯ БІОЛОГІЧНИХ ВЗАЄМОВІДНОСИН МІЖ ВІРУСОМ ІНФЕКЦІЙНОГО РИНОТРАХЕЇТУ 

ТА ХЛАМІДІЯМИ НА ПЕРЕЩЕПЛЮВАНИХ КУЛЬТУРАХ КЛІТИН
Данілова І.С., Чечоткіна Н.П., Павленко М.П.

Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини», м. Харків
Асоційовані вірус-бактеріальні захворювання великої рогатої худоби (ВРХ) часто реєструються в господарствах багать-

ох країнах світу, у тому числі в Україні, викликаються збудниками інфекційного ринотрахеїту (ІРТ), вірусної діареї (ВД), па-
рагрипу – 3 (ПГ-3), респіраторно-синцитіальною (РС) та аденовірусною інфекціями (АВ), рота-, корона- та іншими вірусами. 
Спалахи цих вірусних захворювань часто перебігають одночасно з хламідіозом, мікоплазмозом, псевдомонозом, ієрсиніозом, 
при цьому провідну роль в цих захворюваннях відіграють ІРТ, ВД та інші персистентні інфекції, які тривалий час можуть 
перебігати безсимптомно – без клінічного прояву, але з активним розмноженням і виділенням збудника на фоні високого рівня 
індукції імунних реакцій [1, 2, 3]. Бактеріальні хвороби ускладнюють перебіг вірусних захворювань, тому що також пригнічують 
специфічні і неспецифічні захисні реакції організму [4, 5, 6].

У неблагополучних господарствах України вірусні хвороби ВРХ часто ускладнюються бактеріальними хворобами, у тому 
числі таким антропозоонозом, як хламідіоз, який у тварин викликає енцефаломіеліт, бронхопневмонію, запальні процеси суг-
лобів у телят і дорослих тварин, ранні та пізні аборти у корів. Хламідії мають високу мінливість, що доведено дослідженнями 
багатьох авторів. Збудник розмножується тільки в клітинах організму, проникаючи в них шляхом ендоцитозу [7, 8, 9, 10, 11]. 

Пусковим механізмом асоційованих вірус-бактеріальних захворювань ВРХ виступають різноманітні стресові фактори, особ-
ливо порушення умов утримання, неповноцінна годівля, авітамінози, імунодефіцити й таке інше.

Частота виникнення у ВРХ змішаних вірус- бактеріальних інфекцій (ІРТ- хламідіоз, ІРТ- ВД, ІРТ- ВД- мікоплазмоз та інших), 
за даними різних авторів, коливається у значних межах. Це обумовлено, насамперед, якістю лабораторної діагностики та чут-
ливістю методів, потребує високої кваліфікації спеціалістів та пов’язана з великими витратами праці.

Для ринотрахеїту та хламідійної інфекції характерна сезонність. Найбільша кількість абортів, а також народження нежиттєз-
датного молодняку припадає на зимово-весняний період. У літній час з переводом тварин у табори, тобто з розривом епізоо-
тичного ланцюгу, кількість клінічно вразливих випадків захворювання різко знижується і воно переходить в латентну форму.

За даними Мітрофанова П. М. (1986) захворювання корів, яке викликане вірусом ІРТ і хламідіями перебігає важко. 
Особливо чутливі телята 3-6-місячного віку. Захворювання супроводжується різкою дихальною недостатністю. В усіх випадках 
в патологічний процес залучається шлунково-кишковий тракт. Морфологічні зміни регіональних лімфовузлів, селезінки, тиму-
су, при асоціації ІРТ і хламідіозу вказує на розвиток, у хворих тварин імунодефіцитного стану, що, можливо, служить однією 
з причин активізації вторинної бактеріальної інфекції.

Метою нашої роботи було вивчити біологічні взаємовідносини між вірусом ІРТ та хламідіями на перещеплюваних культурах 
клітин по наявності цитопатичної дії (ЦПД) в різні години після їх зараження та провести порівняльний аналіз.

Матерали і методи. Культуральний метод вважається одним із найбільш важливих методів виявлення хламідій та вірусів. 
Пасажування і реізоляцію вірусів та хламідій проводили на перещеплюваних культурах клітин легенів ембріону корови (ЛЕК) та трахеї 

теляти (ТрТ). Культури клітин вирощували у пеніцилінових флаконах з покривними скельцями у термостаті за температури 37°С. В якості 
ростового середовища використовували поживне середовище Ігла з додаванням 10 % нативної сироватки ВРХ.

Через 24 години моношар клітин (ЛЕК, ТрТ) досліджували під світловим мікроскопом з метою бракування непридатних зразків. Надалі 
середовище видаляли, скельця з моношаром клітин двічі промивали розчином Версена. Потім культури по 4 флакони заражали вірусом ІРТ 
штам ІРТ- LG у дозі 0,5 см3 на флакон з титром 10-6 ТЦД50/см3, 4 флакони - нативним культуральним штамом хламідій «Лисячий» в дозі 0,5 см3 

у титрі 10-4 ТЦД 50/см3, а також 4 флакони − одночасно вірусом ІРТ-LG і хламідіями у дозах по 0,25 см3 кожного матеріалу на один флакон. 
В якості контролю використовували незаражені культури цих же клітин (4 флакони). Було проведено 3 досліди з різними культурами клітин.

Ідентифікацію вірусу у культурах клітин проводили у реакції імунофлуоресценції (РІФ) за загальноприйнятою методикою. 
Результати досліджень. Через 18-20 годин після зараження культур клітин вірусом ІРТ-LG цитопатична дія (ЦПД 50/см3) 

встановлена у 100 % культур клітин ЛЕК і ТрТ, при цьому клітини були округлені, відокремлені одна від другої.
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При зараженні культур хламідіями ЦПД 50/см3 спостерігали через 18 годин у 15 % зараженої культури клітин ЛЕК. 
Клітини були зморщеними, між ними не було чітких меж, знаходили бляшки. Через 48 годин відмічали 50 % уражених клітин 
в усіх флаконах, клітини мали округлу деструктивну форму, було видно чіткі бляшки. Через 60 годин встановлена 100 % 
цитопатична дія хламідій на культури в усіх флаконах (клітини круглі, відокремлені одна від одної). У контрольних флаконах 
моношар культур зберігався без змін.

У флаконах з культурою клітин, які були заражені одночасно вірусом ІРТ і хламідіями, через 18 годин спостерігали 90 % ЦПД 
у культурі клітин ЛЕК у двох флаконах, та 80 % − у двох інших флаконах. Через 18 години встановлено 80-90 % цитопатичної 
дії на культуру у всіх флаконах. В контрольних флаконах спостерігали повний моношар. Результати першого досліду наведені 
в таблиці 1. 

Таблиця 1 − ЦПД після зараження перещеплюваних культур клітин вірусом ІРТ і хламідіями.

Матеріал 
для зараження

ЛЕК (ЦПД), % ТрТ (ЦПД), %
18 годин після 
зараження

48 годин після 
зараження

60 годин після 
зараження

18 годин після 
зараження

48годин після 
зараження

60 годин після 
зараження

Вірус ІРТ 100 - - 100 - -
Хламідія 15 50 100 10 40 100
Вірус ІРТ з хламідією 80-90 100 - 60 80 100
Контроль культур В усіх флаконах моношар культур клітин зберігався без змін

Дослідження мазків культур на скельцях, пофарбованих за методами Романовського-Гімза та Стемпа, показало наявність 
хламідій. При постановці РІФ спостерігали специфічну яскраву флуоресценцію зеленого кольору в цитоплазмі клітин. 

У третьому досліді результати наших досліджень дещо змінилися і вони наведені в таблиці 2.
Таблиця 2 − Показники зараження культур клітин вірусом ІРТ і хламідіями 

Матеріал 
для заражен

ня

ЛЕК (ЦПД), % ТрТ (ЦПД), %
18 годин після 
зараження

48 годин після 
зараження

60 годин після 
зараження

18 годин після 
зараження

48годин після 
зараження

60 годин після 
зараження

Вірус ІРТ 100 - - 100 - -
Хламідія 50 70 100 25 50 100
Вірус ІРТ з хламідією 90 100 - 90 100 -
Контроль культур В усіх флаконах моношар культур клітин зберігався без змін

Як видно з даних таблиці 2, при зараженні культур клітин вірусом ІРТ спостерігалося 100 % ЦПД через 18 годин, при зара-
женні хламідією культури клітин ЛЕК через 18 годин було уражено 50% клітин, через 48 годин – 70 %, а через 60 годин – 100 % 
клітин, в той час як при зараженні культури клітин ТрТ ці відношення були 25, 50 та 100 %, відповідно. При одночасному 
зараженні культур клітин вірусом і хламідіями результати не змівнювалися і залишилися, як і в першому досліді, тобто через 
18 годин – 90 % ЦПД, а через 48 годин – 100 % ЦПД. 

Висновки. Представлені результати свідчать про можливість репродукції віруса ІРТ, хламідій та ІРТ з хламідіями одночасно 
в перещеплюваних культурах клітин ЛЕК та ТрТ.

Зараження перещеплюваних культур клітин ЛЕК та ТрТ вірусом ІРТ-LG і окремо хламідією (штам «Лисячий») призводило до 
ураження клітин як вірусом, так і хламідією з різницею у годинах після зараження. 

Встановлено, що асоційована дія між вірусом ІРТ і хламідіями перебігає по синергідному типу. Суттєвим моментом 
патогенезу цих інфекцій є посилююча одна другу взаємодія вірус-бактеріальних збудників. 
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STUDY OF BIOLOGICAL INTERRELATIONS BETWEEN VIRUS OF INFECTIONS RHINOTRACHEITIS 
AND CHLAMYDIA OF CELL CULTURES 

Danilova I. S., Chechetkina N. P, Pavlenko M. P.
National Scientifi c Centre «Institute of Experimental and Clinical Veterinary Medicine», Kharkov

New data about study of interrelations between the virus of infectious rhinotracheitis and Chlamydia on the cell cultures of lungs of cow embryo 
and calf trachea. Researchis conducted on the infection of these cultures separately by a virus and Chlamydia and also compatible and by a virus and 
Chlamydia, a cytopathic action is described. 




