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4. За результатами молекулярно-генетичних досліджень встановлено, що штам НХ/курка/Івано-Франківськ/58/2007 належить 
до  5d-геногрупи та найбільш споріднений з вірусом TW156/99, ізольованим у 1999 р. від голубів у Великобританії. 

5. Таким чином за біологічними, молекулярно-генетичними властивостями вірус НХ/курка/Івано-Франківськ/58/2007 є пер-
спективним та може бути використаний в якості контрольного епізоотичного штаму при вивченні імуногенності вакцин проти 
ньюкаслської хвороби.
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BIOLOGICAL, MOLECULAR-GENETIC AND MORPHOLOGICAL PROPERTIES OF NEW EPIZOOTIC STRAIN OF NEWCASTLE 
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Results of investigations of biological properties of velogenic strain of Newcastle disease virus, isolated from chicken are presented 
in the article. Ultra structure of virus, basic morphological features are studied, index of intracerebral pathogenicity is determined. There were defi ned 
the pathogenicity by mean time of CE death and pathogenicity for adults. Clinical signs and pathologoanatomic changes are studied. There are carried 
out molecular-genetic investigations and sequencing of virus genome, determined its topography and origin. By the results of investigations there 
was determined the ability of this virus using as control epizootic strain for checking of immunogenicity of inactivated and live vaccine against 
Newcastle disease.
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У зв’язку зі змінами у тваринництві та новими особливостями міжгосподарських зв’язків, що створюються під впливом нових 

антропогенних та екологічних факторів, великого значення набувають захворювання, які раніше не реєструвалися на території 
України. Особливо значущою проблемою сучасного свинарства стала цирковірусна інфекція (ЦВІС).

Захворювання свиней, спричинені цирковірусами, особливо синдром післявідлучного мультисистемного виснаження 
(СПМВ), завдають значних збитків свинарству за рахунок зниження  харчової конверсії, збільшення витрат на організацію 
лікувально-оздоровчих заходів при ЦВІС та вторинних інфекціях на фоні імуносупресії, що нею викликаються [1].Так, в країнах 
ЄС, втрати від СПМВ оцінюються в 600 млн євро [2].

Захворювання вперше було зареєстровано в 1991 р. на Заході Канади, однак деякі науковці вважають, що воно існувало 
значно раніше, але його виявлення унеможливлювалось за відсутністю відповідної бази діагностичних досліджень[3].

Збудник синдрому належить до ДНК-вміщуючих вірусів родини Circoviridae, роду Circovirus. Дослідивши геноми цирковірусів 
і рослинних нановірусів, Gibbs M. G. і Weiller F. W. [4] дійшли висновку, що цирковіруси походять від рослинного нановірусу , 
який за рахунок трафіку змінив хазяїна. Існує два серотипи вірусу: цирковірус свиней І типу( ЦВС-І) та цирковірус свиней ІІ типу 
(ЦВС-ІІ). Між ними є принципова відмінність. ЦВС-І є контамінантом клітинних культур та цілком апатогенний для свиней, хоча 
добре розмножується в їх організмі після штучного інфікування. На відміну від ЦВС-І, цирковірус свиней ІІ типу патогенний 
і розглядається, як етіологічний агент декількох синдромів: дерматиту і нефропатії, комплексу респіраторних захворювань, 
порушень репродукції свиноматок, уроджених треморів та синдрому післявідлучного мультисистемного виснаження. Крім того, 
цілком ймовірно, що ЦВС-ІІ може зумовлювати розвиток грануломатозного ентериту, некротизуючого лімфоаденіту і, можливо, 
ексудативного епідерматиту [5].

Геном цирковірусів свиней представлений одноланцюговою кільцевою молекулою ДНК, довжина якої складає 1759 нуклео-
тидних залишків (н.з.) у ЦВС-І і 1768 н.з. у ЦВС-ІІ. Гомологічність повної послідовності ДНК між ЦВС-І та ЦВС2 складає 68-76 % 
[8, 13]. Всі виділені в різних країнах світу штами ЦВС-ІІ демонструють антигенну та генетичну спорідненість (геномна гомологія 
не менше 95 %) [5].

Ефективність виявлення вірусоносіїв та контроль захворювання ґрунтується на своєчасній та надійній діагностиці хвороби. 
Вона передбачає комплексне та комбіноване оцінювання результатів клінічних спостережень, даних патологоанатомічних ек-
спертиз та лабораторних тестувань, які відіграють ключову роль у встановленні діагнозу на ЦВІС. Ізоляція вірусу здійснюється 
шляхом зараження культури клітин РК-15, вільних від ЦВС-І, гомогенатом клінічного матеріалу від уражених свиней. Зважаючи 
на відсутність цитопатогенної дії  цирковірусів у культурі клітин, цей метод зовсім не придатний для швидкого встановлення 
діагнозу, проте культуральний метод є важливою складовою біотехнологій виготовлення вакцинних препаратів проти ЦВІС [6].

Незважаючи на те, що ЦВС-ІІ може індукувати гуморальну імунну відповідь, серологічні тести мають обмежену діагностичну 
цінність, оскільки антитіла можуть спостерігатись також у крові клінічно здорових тварин. З іншого боку, визначення рівня анти-
тіл, специфічних до ЦВС-ІІ, є необхідним для дослідження патогенезу захворювання, особливостей епізоотологічного процесу 
та оцінки ефективності застосування вакцин [7].

З цієї причини  до лабораторної практики доцільно залучати технології, які дозволяють встановлювати кореляцію між при-
сутністю вірусу та наявністю специфічних ушкоджень в органах і тканинах. На думку багатьох науковців, такі дослідження по-
винні базуватись на імуногістохімічних методах та гібридизації in situ, але не серологічних дослідженнях, адже вірусоносійство 
ЦВС-ІІ є поширеним явищем і серед здорових тварин [8].
1 Науковий керівник − Красніков Г.А., д-р вет.наук, професор, академік НААН України
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Хоча зазначені методи достатньо чутливі та специфічні, вони можуть бути виконані лише на зразках некроптатів і відрізня-
ються значною трудомісткістю. У зв’язку з цим альтернативу їм складає полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР), яка  може бути 
застосована для виявлення ДНК ЦВС-ІІ у зразках тканин, а також біологічних рідинах та екскретах організму таких як кров, сеча, 
носові, очні та тонзилярні мазки, фекалії та сім’яна рідина [9].

Quardani М. та ін. [10] вважають, що одиноступенева ПЛР придатна для ідентифікації ЦВС-позитивних клінічних проб, але 
цей тест не придатний для диференціації серотипів ЦВС.

Zong-zhao Y.та ін. [11]за допомогою методики ПЛР у режимі реального часу дослідили 80 клінічних проб, відібраних від 
40 свиней з ознаками СПМВ і 40 клінічно здорових свиней, та порівняли результати досліджень з даними, отриманими за допо-
могою традиційної ПЛР. Генетичний матеріал ЦВС-ІІ був виявлений у 56 з 80 проб з застосуванням традиційної ПЛР, тоді як в 
real-time ПЛР  позитивними виявилися 68 зразків, що свідчило про вищу чутливість останнього методу.

McIntosh, K. A. та ін. [12] був запропонований метод конкурентної ПЛР для визначення цирковірусу свиней у пробах крові 
поросят. За результатами досліджень з використанням зазначеного тесту було встановлено, що кров більше ніж 50 % клініч-
но здорових поросят містила обидва типи цирковірусу свиней. При цьому, в той час, як ЦВС-І був виявлений лише у 19 % 
свиней з СПМВ, ДНК ЦВС-ІІ детектували у крові всіх хворих свиней, що свідчить про основну роль останнього у виникненні 
та розвитку захворювання.

Celer V. і Carasova P. [13] в своїх дослідженнях застосували seminested-ПЛР. За результатами досліджень, з 77 проб пах-
винних лімфатичних вузлів і назальних мазків 37 зразків були визначені як позитивні в першому циклі, а за реампліфікацією 
додатково виявлено сліди ДНК ЦВС-ІІ ще в трьох пробах, які первісно були визначені як негативні. 

Полімеразна ланцюгова реакція може бути застосована для виявлення ДНК ЦВС-ІІ у фіксованих формаліном і залитих 
парафіном тканинах , які мають характерні для ЦВІС гістоморфологічні зміни. У порівняні з існуючими методами ідентифікації 
ЦВС-ІІ ПЛР-ампліфікація вірусної послідовності в клінічних матеріалах це легкий і чутливий метод, який дозволяє зручно і 
надійно встановлювати наявність ЦВС-ІІ в зразках [14].

Результати досліджень, отримані Calsamiglia M. [15], свідчать про те, що найбільш чутливою була детекція ЦВС-ІІ при вив-
ченні у ПЛР поверхневих пахвинних лімфатичних вузлів. У 11 з 62 зразків, що мали ураження характерні для СПМВ та були 
негативними за гібридизацією in situ щодо ЦВС-ІІ, присутність вірусу було встановлено у ПЛР. У зв’язку з тим, що за чутливістю 
ПЛР значно переважає гібридизацію in situ, ЦВС-ІІ ампліфікаційними методами виявляють на ранніх стадіях інфекційного про-
цесу ще задовго до розвитку мікроуражень. Щойно інфіковані свині, субклінічно хворі або тварини на різних стадіях одужання 
після випадків СПМВ мають переважно незначні або нетипові мікроскопічні зміни. Отже ПЛР є більш чутливим тестом при 
ранній діагностиці ЦВІС. Застосування гібридизації in situ виправдане при дослідженні матеріалів від клінічно хворих тварин 
на СПМВ [16].

Kim J. та Chae C. [17] порівняли методи multiplex-традиційної та multiplex-nested ПЛР з методом гібридизації in situ щодо 
їх спроможності одночасно виявляти та диференціювати генетичний матеріал цирковірусів свиней обох типів і парвовірусу 
свиней у тканинах, фіксованих формаліном та залитих парафіном. Виявлення ДНК ЦВС-І, ЦВС-ІІ та ПВС проводили в нативних 
тканинах лімфатичних вузлів 12 експериментально інфікованих поросят, а також у фіксованих формаліном і залитих парафі-
ном тканинах лімфатичних вузлів 30 поросят, що були інфіковані в природних умовах. За результатами досліджень, відповід-
ність між показниками методів досягала майже 100 % в обох групах свиней.

Kim J.та Chae C. [18] запропонували методику подвійної гібридизації in situ для одночасного виявлення і диференціації ЦВС-
І і ЦВС-ІІ у архівних зразках тканин, що дозволило встановити локалізацію вірусу в макрофагах і гігантських багатоядерних 
клітинах лімфовузлів і селезінки. 

Дослідження цих же авторів [19] свідчили про те, що чутливість гібридизації in situ залежить від використовуваних гібридиза-
ційних зондів. Так, застосування РНК-зондів дає більше позитивних результатів  ніж гібридизація з ДНК-зондами, але потребує 
особливих умов проведення реакції, порушення яких призводить до хибнонегативних результатів. У зв’язку з тим, що ЦВС є одно-
ланцюговим ДНК-вміщуючим вірусом, серед описаних в літературі протоколів більшість базується на застосуванні в ДНК-зондів.

Nawagitgul P. та ін. [20] для моніторингу ЦВС-ІІ і виявлення специфічних антитіл застосували і порівняли між собою дві мо-
дифікації методу ELISA  з реакцією непрямої імунофлуоресценції. За даними авторів, чутливість, специфічність і точність цих 
методів приблизно були однаковими та знаходилися в межах 90 %.

У дослідженнях McNeilly F. та ін. [21] встановили перспективність застосування моноклональних і поліклональних антитіл 
до ЦВС-ІІ, які не дають перехресної реакції з ЦВС-І при дпслідженні імуногістохімічним методом. При порівнянні цього методу 
з методикою гібридизації in situ, імуногістохімічний тест виявився більш чутливим.

Luppi А. та ін. [22] запропонували використовувати імуноцитохімічний метод як доповнюючий в діагностиці СПМВ. На думку 
дослідників,  цей  цитологічний метод є більш швидким і значно простішим порівняно з традиційними гістологічними досліджен-
нями та може застосовуватись для диференційної діагностики аденопатій, встановлення співвідношення реактивної гіперплазії 
та запалення в лімфатичних вузлах. Імуноцитохімічне дослідження автори пропонують використовувати для виявлення вірус-
ного антигену з метою підтвердження ефективності інфікування клітинних культур при діагностиці СПМВ. 

Для визначення генетичної спорідненості всіх виділених ізолятів ЦВС-ІІ науковцями розроблено і впроваджено ряд методик 
з дослідження ДНК збудника за секвенуванням, яке надає змогу встановлювати нуклеотидні послідовності вірусу.

Дослідження з порівняння цих послідовностей, проведені Mankertz A. та ін. [23], свідчать про тісний зв’язок ізолятів ЦВС-ІІ 
із господарств Німеччини, Іспанії, Франції, двох ізолятів з Тайваню та трьох ізолятів з Канади в той час, як інші північноамери-
канські ізоляти формують окрему другу групу. 

Fenaux M. та ін. [24], досліджуючи ступінь гетерогенної спорідненості шести ізолятів ЦВС-ІІ з різних регіонів Північної Амери-
ки, встановили, що хоча геном ЦВС-ІІ в цілому був стабільним, він дещо розрізнявся у вірусів з деяких географічних регіонів.

Результати досліджень голландських штамів ЦВС-ІІ, отриманих     Grierson S. S.та ін. [25], свідчать про згрупованність ізо-
лятів з тотожністю між ними приблизно 95,6 – 100 %.

Філогенетичний аналіз геномів шести ізолятів ЦВС-ІІ , проведений Dan A. та ін. [26] в Угорщині свідчить про те, що цир-
ковірус угорських свиней є більш розрізненим, ніж у тварин європейських країн. За результатами досліджень встановлено, що 
з шести угорських ізолятів −2 формують окрему групу з ізолятами Іспанії, 2 – з ізолятами Франції, Великобританії і Голландії 
в той час, як ще два ізоляти показали тісний зв’язок з двома із трьох відомих німецьких ізолятів ЦВС. 
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Висновок. Проведений огляд сучасної літератури щодо стану і напрямків перспективних досліджень ЦВІС свідчить про 
істотний прогрес у цій галузі досліджень за кордоном та велику потребу в створенні ефективних засобів і способів  діагностики 
та організації заходів боротьби з цією мало дослідженою хворобою в Україні. Серед існуючих методів індикації та ідентифікації 
ЦВС-ІІ найбільш придатними для встановлення діагнозу на СПМВ є різні модифікації ПЛР, імуногістохімія та гібридизація in 
situ. Перевагою ПЛР є швидкість, висока чутливість і специфічність методу виділення вірусу, тому що для діагностування не 
потребне збереження цілісності структур збудника та його біологічної активності. Імуногістохімія та гібридизація in situ дозволя-
ють встановити локалізацію ЦВС-ІІ в інфікованих тканинах або клітинах. Водночас, особливість цирковірусної інфекції полягає 
в тому, що виявлення вірусної ДНК без застосування інших методів діагностики може дати хибнопозитивний результат, тому 
що виявлення ЦВС-ІІ може свідчити лише про наявність збудника, проте ніяк не діагностує саме захворювання на СПМВ. 
В зв’язку з цим , для встановлення діагнозу на СПМВ рекомендується комбінувати метод ПЛР з іншими методами 
діагностики – імуногістохімією або гібридизацією in situ. Незважаючи на те, що застосування цих методів діагностики набуває 
все більшого значення в світовій практиці, в Україні їх майже не використовують внаслідок відсутності адаптованих протоколів 
та комерційних наборів. 

З метою подолання браку засобів діагностики ЦВІС в нашій країні слід проводити розробку методик гібридизації in situ та 
диференційної ПЛР для ідентифікації окремих серо- та генотипів збудника з використанням власних науково-дослідних, лабо-
раторних та біопромислових баз, що є перспективним вектором для нашої подальшої роботи.
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MODERN INDICATION AND IDENTIFICATION METHODS OF PORCINE CIRCOVIRUS OF TYPE II
Rudova N.G.

National Scientifi c Center “Institute of Experimental and Clinical Veterinary Medicine”, Kharkiv
Means of modern molecular and genetic detection methods of specifi c proteins and complementary sequence of nucleic acids by diagnosis and 

studying of biological characteristics of porcine circovirus of type ІІ are presented on grounds of analysis of current literature, mainly foreign.




