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Анотація. Ідентифікація тешо- та ентеровірусів свиней та вивчення їх 
антигенних властивостей потребує наявності якісних специфічних імунних 
сироваток. Метою наших досліджень було отримання специфічних імунних 
сироваток до тешо- та ентеровірусів свиней за короткими схемами імунізації 
кролів з двома ад’ювантами для порівняння. Як  антигени використано п'ять 
референтних штамів тешовірусів та ентеровірусів свиней (Березнянський-652, 
Talfan, Т-80, F 7 та K 9). Застосовано три скорочені схеми імунізації кролів, що 
передбачали дво-, три- та чотирикратну кількість ін’єкцій за тридобового 
інтервалу між ними. Для зменшення виникнення ускладнень у тварин 
використано ад’ювант MONTANIDE ISA–25 (Seppic, Франція) порівняно 
з ланолін-вазеліновою сумішшю. Найвищі титри вірусонейтралізуючих антитіл 
у специфічних імунних сироватках 10,33 ± 0,21 – 11,33 ± 0,21 log2  отримані 
нами за чотириразового введення антигену з тридобовим інтервалом 
із застосуванням ад’юванту МОNTANIDE ISA-25. Використання ад’юванту 
МОNTANIDE ISA-25 полегшує введення суміші антигенів, не викликає ускладнень 
та сприяє зростанню активності імунних сироваток. Нова запропонована 
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схема імунізації кролів, яка передбачає чотирикратне введення антигену 
з триденним інтервалом, забезпечує отримання специфічних антитіл 
у високих титрах.

Ключові слова: специфічні імунні сироватки, тешовіруси, ентеровіруси, схе-
ма імунізації

Актуальність 

Сьогодні ентеровірусні інфек-
ції та ензоотичний енцефаломієліт 
(хвороба Тешена) свиней поширені  
як в Україні, так і у світі. Водночас 
виявляються нові серотипи та полі-
антигенні штами, які мають важли-
ве значення під час діагностики цих 
хвороб свиней (Romanenko, 2001; 
Melnychenko, 2002; Derevianko, 2010; 
Golovko, 2011; Derevianko, 2018). 

Для типування виділених ізолятів 
тешо- та ентеровірусів застосовують 
імунні сироватки, що містять типо-
специфічні антитіла до певного серо-
типу вірусу (Volkova, 2011). З метою 
отримання специфічних сироваток 
використовують різні види тварин і 
схеми їх імунізації, кратність та спо-
сіб введення антигенів, а також гібри-
доми, що дозволяють отримати моно-
клональні антитіла  (Witte et al., 1994; 
Adams et al., 2015). 

Аналіз останніх досліджень 
та публікацій 

Основними вимогами до специ-
фічних імунних сироваток є високо-
специфічність та чутливість. Існуючі 
схеми імунізації відрізняються між 
собою за видом тварин, кількістю та 
кратністю ін’єкцій, методами введен-
ня й ад’ювантами. 

Ад’юванти можуть діяти за допо-
могою комбінації різних механізмів, 
включаючи утворення депо, індукцію 

цитокінів та хемокінів, накопичення 
імунних клітин, посилення проник-
нення антигену та сприяння транспор-
тування антигену до лімфатичних 
вузлів. Ад’юванти активують врод-
жену імунну реакцію для створення 
локального імунокомпетентного сере-
довища на місці ін’єкції. Залежно від 
типу активованої вродженої відповіді, 
ад’юванти можуть змінювати якість 
та кількість адаптивних імунних від-
повідей (Awate et al., 2013).

Одним із найвідоміших є повний 
ад’ювант Фрейнда (Complete Freund’s 
adjuvant – CFA) – це водна емульсія в 
олії, яка містить вбиті мікобактерії, і є 
класичним «золотим стандартом» гру-
пи емульсійних ад’ювантів (Leonard, 
2017; Samelko, 2019). У медицині, 
CFA використовується для оцінки 
імуногенності антигенів у мишей та 
індукції аутоімунних захворювань, 
таких як увеїт та експериментальний 
аутоімунний енцефаломієліт.  Одні-
єю з головних проблем застосування 
CFA є індукція вираженого тривалого 
локального запалення, яке може бути 
болючим для тварини, що часто при-
зводить до виразки в місці ін’єкції 
(Billiau et al., 2001). 

Неповний ад’ювант Фрейнда 
(Incomplete Freund’s adjuvant – ІФА) 
також є водною емульсією в олії, але 
без мікобактерій. Його ад’ювантна 
активність є результатом постійного 
вивільнення антигену з олійної емуль-
сії, збільшення тривалості дії антиге-
ну та стимуляції місцевого імунітету, 
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оскільки він посилює фагоцитоз, ін-
фільтрацію лейкоцитів та вироблення 
цитокінів (Apostólico et al., 2016).

Для отримання специфічних імун-
них сироваток до вірусу хвороби Те-
шена у рекомендаціях МЕБ зазначено, 
що кролів імунізують внутрішньовен-
но, використовуючи вірусну суспензію 
або підшкірно чи внутрішньочеревно, 
застосовуючи вірусну суспензію з 10 % 
олійного ад’юванта. Позитивні резуль-
тати отримані за введення трьох доз по 
2 см3 вірусної суспензії з 0,2 см3 масля-
ного ад’юванта, з інтервалом у 2 тиж-
ні. У кроликів відбір крові проводять 
через 10 діб після останньої імунізації 
(OIE Terrestrial Manual, 2008). 

Отримання специфічних сирова-
ток до ентеровірусів передбачає чоти-
рикратне введення антигену кролям 
спочатку підшкірно з масляним ад’ю-
вантом, а потім внутрішньовенно – без 
ад’юванту, з інтервалами між введен-
нями 10, 30 і за 7 дiб до знекровлен-
ня (Konovalova et al., 1967). Описане 
двократне введення антигену: на 1 добу 
– внутрішньом’язово 10 см3 антигену з 
ад’ювантом, а на 22 добу – 10 см3 ві-
русу внутрішньовенно. Знекровлення 
проводили через 29 діб після останньої 
імунізації (Graevskaja et al., 1965).

Було розроблено схему імунізації 
кролів, яка передбачала п’ятикратне 
введення антигену з інтервалом сім 
днів. За першого та третього введення 
антиген вводили внутрішньом’язово з 
масляною емульсією в кількості 5 і 10 
см3. Друге, четверте та п’яте введення 
вірусної культуральної рідини відпо-
відно в об’ємі 5 – 5 – 7 см3 здійснюва-
ли внутрішньовенно в крайову вушну 
вену. В якості ад’юванту була викори-
стана масляна суміш, що складалася з 
9 частин вазелінової олії й 1 частини 
ланоліну, яку стерилізували автоклаву-
ванням за 1,5 атм протягом 30 хв. Спів-

відношення антигену до ад’юванту 
становило 1,5:1. Кров відбирали через 
14 діб після останнього введення анти-
гену (Romanenko et al.,1998). 

Дослідження О. Лукашева (2006) 
щодо вивчення циркулюючих штамів 
ентеровірусів людей показали, що ре-
комбінація є звичайним і надзвичайно 
широко поширеним явищем у ентеро-
вірусів і, що обмін фрагментами гено-
му може розглядатися в загальному 
плані як спосіб існування генетичної 
інформації у всієї цієї групи вірусів.

Мета дослідження – отримання 
специфічних імунних сироваток до 
тешо- та ентеровірусів свиней за ко-
роткими схемами імунізації кролів з 
двома ад’ювантами.

Матеріали та методи 
дослідження 

У дослідженнях щодо удоскона-
лення схем імунізації кролів в яко-
сті антигенів нами були використані 
п’ять референтних штамів тешові-
русів та ентеровірусів свиней (Бе-
резнянський-652, Talfan, Т-80, F 7 
та K 9), інфекційна активність яких 
представлена в табл. 1.

Очищення вірусного матеріалу від 
бактерій, мікоплазм, сторонніх білків та 
вірусів з ліпоутримуючими оболонками 
проводили згідно загальноприйнятої 
методики  (Bögel and Mayr, 1961), при-
стосованої нами до вірусних матеріалів.

До вірусовмісного матеріалу до-
давали у співвідношенні 1:1 хлоро-
форм, струшували впродовж 1 год 
за кімнатної температури, потім за-
лишали на 14–16 год за температури 
4 ºС. Після цього суміш центрифу-
гували за 3000 об / хв впродовж 30 
хв. Надосадову рідину відбирали в 
стерильні флакони, додавали анти-
біотики (пеніциліну 1000 ОД, стреп-
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томіцину 500 мкг на 1 см3 суспензії) 
і залишали за кімнатної температури 
на 1 год у захищеному від світла місці. 

Очищені таким чином вірусо-
вмісні суспензії ще раз пасажували 
в культурі клітин СНЕВ, після чого 
центрифугували за 3000 обертів 
упродовж 30 хв з метою звільнення 
від вмісту клітинного детриту.

Інфекційна активність в культурі 
клітин СНЕВ антигенів референтних 
штамів тешовірусів та ентеровірусів 
свиней встановлена в межах 9,33 ± 
0,08 – 9,92 ± 0,08 lg ТЦД50 / см

3, що 
задовольняло вимоги експерименту.

З метою зменшення виникнення 
ускладнень у тварин ми використо-
вували ад’ювант фірми «SEPPIC» 
MONTANIDE ISA–25 (Франція) по-
рівняно з ланолін–вазеліновою сумі-
шшю (ЛВС).

Масляний ад’ювант, що складався 
із ланоліну і вазелінової олії у співвід-
ношенні 1:9, стерилізували автокла-
вуванням 30 хв за 1,5 атм. За викори-
стання внутрішньом’язового введення 
ад’ювант змішували з вірусним анти-
геном у співвідношенні 1:1,5.

Для приготування емульсії «олія у 
воді» готовий ад’ювант MONTANIDE 
ISA–25 змішували з вірусним антиге-
ном у співвідношенні 25:75, відпо-
відно до рекомендацій виробника.

З метою отримання імунних сиро-
ваток до п’яти референтних штамів 

тешо- та ентеровірусів свиней ми ви-
користали дво-, три- та чотирикратну 
кількість ін’єкцій за тридобового ін-
тервалу між ними. Для кожного шта-
му використовували по два кролі. Bci 
маніпуляції на тваринах проводили 
з суворим дотриманням  положень 
«Загальних етичних принципів експе-
риментів на тваринах», прийнятих на  
першому Національному конгресі з 
біоетики (Київ, 2001) та міжнародних 
вимог згідно до «Європейської кон-
венції захисту хребетних тварин, що 
використовуються з експерименталь-
ними та іншими науковими цілями».

Використані скорочені схеми іму-
нізації кролів наведені в таблиці 2. 

Знекровлення кролів проводили че-
рез 10 діб після останнього введення. 
Отримані сироватки обробляли антибі-
отиками та заморожували, з наступним 
визначенням інфекційного титру.

Титр вірусонейтралізуючих анти-
тіл в отриманих імунних сироватках 
кролів визначали в реакції нейтралі-
зації за двократних розведень сиро-
ваток. Для постановки реакції ней-
тралізації використовували робоче 
розведення вірусу, що відповідало 
100 ТЦД50 / 0,1см3.

 Статистичну обробку одержаних 
результатів проводили, використову-
ючи загальноприйняті статистичні ме-
тоди у вірусологічних дослідженнях із 
визначенням критерію Стьюдента за 

1. Інфекційна активність антигенів референтних штамів тешо- 
та ентеровірусів свиней у культурі клітин СНЕВ (M ± m, n = 3)

№ п/п Референтний штам вірусу Інфекційний титр, lg ТЦД50/см3

1 Березнянський-652 9,42 ± 0,08
2 Konratice 9,92 ± 0,08
3 Т-80 9,83 ± 0,08
4 F 7 9,5 ± 0,14
5 К 9 9,33 ± 0,08
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допомогою програми Microsoft Excel. 
Водночас визначали середні арифме-
тичні величини, достовірність різниці 
між середніми величинами. Досліди 
проводили з числом повторюваності 
(> 3), що забезпечувало отримання 
достовірних результатів.

Результати досліджень 
та їх обговорення 

Антиген у суміші з ад’ювантом 
МОNTANIDE ISA-25 легко вводився, 
не викликаючи ускладнень у кролів, 
у порівнянні з ЛСВ, де реєстрували 
випадки утворення абсцесів на місці 
внутрішньом’язового введення.

Результати визначення активності 
імунних сироваток кролів до рефе-
рентних штамів тешовірусів та енте-
ровірусів свиней за дворазових, три-
разових та чотириразових ін’єкцій 
представлені в табл. 3.

Згідно отриманих результатів, специ-
фічні імунні сироватки, одержані до ре-
ферентних штамів тешо- та ентеровірусів 
свиней, за дворазового введення і вико-
ристання ад’юванту ЛВС, мали титри 
вірусонейтралізуючих антитіл у межах 
5,33 ± 0,21 – 7,67 ± 0,21 log2, а під час ви-
користання МОNTANIDE ISA-25 титри 
вірусонейтралізуючих антитіл становили 
6,33 ± 0,21 – 8,67 ± 0,21 log2. Отримані 
результати свідчать про зростання ти-

2. Скорочені схеми імунізації кролів

Кількість 
ін’єкцій

Ад’ювант
ЛВС

Ад’ювант
МОNTANIDE ISA-25

2 в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом
в/в – 5 см3 антигену

в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом
в/в – 5 см3 антигену

3
в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом

в/в – 5 см3 антигену
в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом

в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом
в/в – 5 см3 антигену

в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом

4
в/м– 5 см3 антигену з ад’ювантом

в/в – 5 см3 антигену
в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом

в/в – 5 см3 антигену

в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом
в/в – 5 см3 антигену

в/м – 5 см3 антигену з ад’ювантом
в/в – 5 см3 антигену

3. Активність імунних сироваток кролів, одержаних до референтних 
штамів тешо- та ентеровірусів свиней (2–4 ін’єкції) (M ± m, n = 6)

Штам вірусу, 
до якого одер-
жана імунна 
сироватка

Титри вірусонейтралізуючих антитіл, log2
дві ін’єкції три ін’єкції  чотири ін’єкції

ЛВС ISA–25 ЛВС ISA-25 ЛВС ISA-25
Березнян-
ський-652

5,33 ± 
0,21*

6,5 ± 
0,22*

6,67 ± 
0,21**

8,5 ± 
0,22**

9,0 ± 
0,26***

11,3 ± 
0,21***

Talfan 6,5 ± 
0,22*

7,67 ± 
0,21*

7,33 ± 
0,21**

8,67 ± 
0,21**

8,83 ± 
0,17***

10,5 ± 
0,22***

Т-80 7,67 ± 
0,21*

8,67 ± 
0,21*

8,5 ± 
0,22**

9,83 ± 
0,17**

8,5 ± 
0,22***

10,3 ± 
0,21***

F 7 6,33 ± 
0,21*

7,5 ± 
0,22*

7,33 ± 
0,21**

8,67 ± 
0,21**

9,67 ± 
0,21***

11,7 ± 
0,21***

K 9 5,5 ± 
0,22*

6,33 ± 
0,21*

6,33 ± 
0,21**

7,67 ± 
0,21**

8,33 ± 
021***

10,7 ± 
0,21***

Примітка: * Р < 0,05, ** Р < 0,05, *** Р < 0,05.
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трів за триразового введення антигенів із 
МОNTANIDE ISA–25, порівняно з ЛВС, 
в межах 1,34–1,83 log2.

За триразового введення ЛВС ти-
три вірусонейтралізуючих антитіл в 
імунних сироватках становили 6,67 ± 
0,21 – 8,5 ± 0,22 log2, а за використання 
ад’юванту МОNTANIDE ISA-25 відпо-
відали значенням 7,67 ± 0,21 – 9,83 ± 
0,17 log2. У цьому разі різниця між ти-
трами імунних сироваток до референт-
них штамів тешо- та ентеровірусів сви-
ней, отриманих під час використання 
МОNTANIDE ISA-25 в ролі ад’юванту, 
була вищою в середньому  на 1,44 log2.

Імунні сироватки до референтних 
штамів тешо- та ентеровірусів свиней, 
одержані за чотириразових ін’єкцій 
мали вірусонейтралізуючі антитіла в 
титрах 8,33 ± 0,17 – 9,67 ± 0,21 log2  за 
використання в ролі ад’юванту ЛВС, 
а під час використання МОNTANIDE 
ISA-25 титри вірусонейтралізуючих 
антитіл становили 10,33 ± 0,21 – 11,33 
± 0,21 log2. Активність отриманих 
імунних сироваток за використання 
МОNTANIDE ISA-25 зросла в серед-
ньому на 2,0 log2 порівняно з ЛВС. 

Достовірність даних отриманих 
результатів у межах Р < 0,05.

На рис 1. представлено порівняльний 
аналіз активності імунних сироваток до 
референтного штаму тешовірусів І серо-
типу Березнянський-652, отриманих за 
короткими схемами імунізації кролів.

Активність отриманої сироватки до 
референтного штаму тешовірусу   «Берез-
нянський-652» за дворазового введення і 
використання ад’юванту ЛВС становила 
5,33 ± 0,21 log2, а під час використання 
МОNTANIDE ISA-25 титри вірусоней-
тралізуючих антитіл зросли до 6,5 ± 0,22 
log2; за триразового введення відповідно 
становили  6,67 ± 0,21 log2 та 8,5 ± 0,22 
log2; за чотирикратного введення антигена 
та ад’юванта ЛВС титр вірусонейтралізу-
ючих антитіл відповідав 9,0 ± 0,26 log2, а 
під час використання МОNTANIDE ISA–
25 – становив 11,3 ± 0,21 log2.

Висновки і перспективи 

Аналізуючи результати трьох схем 
імунізації кролів, під час збільшення 
кратності ін’єкцій отримано стабільне 
зростання титрів вірусонейтралізую-
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Рис 1. Порівняльний аналіз активності сироваток до референтного 
штаму тешовірусів Березнянський-652 за короткими схемами імунізації
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чих антитіл. Використання ад’юванту 
МОNTANIDE ISA-25 сприяло зрос-
танню активності імунних сироваток, 
отриманих до референтних штамів 
тешо- та ентеровірусів свиней.

Найвищі титри вірусонейтралізу-
ючих антитіл у специфічних імунних 
сироватках отримані під час чотири-
разового введення антигену з три-
денним інтервалом із застосуванням 
ад’юванту МОNTANIDE ISA-25 
(10,33 ± 0,21 – 11,33 ± 0,21 log2).

Перспективи подальших досліджень 
полягають у вивченні впливу  нових 
ад’ювантів на отримання специфічних 
імунних сироваток з високими титрами 
до  тешо- та ентеровірусів свиней.
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Abstract. The idenƟficaƟon of porcine Tesho- and Enteroviruses and the study of their anƟgenic proper-

Ɵes requires the presence of high quality specific immune sera. The aim of our studies was to obtain specific 
immune sera for porcine Tesho- and Enteroviruses by short scheme of the immunizaƟon of rabbit with two 
adjuvants for comparison.  Five reference strains of porcine Tesho- and Enteroviruses were used as anƟgens 
(Bereznyansky, Talfan, Т-80, F 7 and K 9). Three reduced regimens of the immunizaƟon of the rabbits have 
been applied. They provided two, three, and four Ɵmes the number of injecƟons with a three-day interval 
between them.  The adjuvant MONTANIDE ISA-25 (Seppic, France) was used to reduce the occurrence of 
complicaƟons in the organism of the animal compared to the lanolin-petrolatum mixture. The highest Ɵters 
of virus neutralizing anƟbodies in the specific immune sera 10.33 ± 0.21 – 11.33 ± 0.21 log2  were received 
by us with four anƟgen administraƟon at three-day intervals with the adjuvant МОNTANIDE ISA-25. The 
use of the adjuvant of MONTANIDE ISA-25 facilitates the introducƟon of anƟgen blends, does not cause 
complicaƟons and promotes the acƟvity of immune sera. The new rabbit immunizaƟon scheme, which 
provides four Ɵmes the anƟgen injecƟon at three-day intervals, provides specific anƟbodies in high Ɵters.

Keywords: specific immune sera, teshoviruses, enteroviruses, immunizaƟon scheme
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