
БІОЛОГІЯ

Том 12, №1�2, 2020 ISSN 2078�9912  |
БІОРЕСУРСИ І ПРИРОДОКОРИСТУВАННЯ

5

Актуальність. Вірус шарки сливи — це 
карантинний вірус, який є надзвичайно 
патогенним для кісточкових видів рослин і 
викликає епідемії та значні економічні 
витрати в низці країн (García, 2014). Вірус 
поширений на території України, але 
вивчення його поширення, молекулярно-бі-
ологічних особливостей, штамового різно-
маніття, молекулярної епідеміології є недо-
статнім (Chirkov, 2016). Збудник є серйозною 
загрозою як для малих садових господарств, 

так і для великих посадкових територій, 
тому важливим є вчасна діагностика та ство-
рення ефективних профілактичних заходів 
для боротьби з патогеном (Subr, 2013).

Аналіз останніх досліджень та публіка-
цій. Вірус шарки сливи поширений переваж-
но у всіх частинах світу. На території України 
він уперше був виявлений в 1966 році в 
Чернівецькій області (Ратушняк, 2003). 
Потім у 1969 році незначні спалахи захворю-
вання  спостерігали в Чернівецькій, 
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Анотація. Вірус шарки сливи – збудник небезпечного захворювання кісточкових 
культур, є карантинним агентом по всьому світу. Вірус діагностований в різних регіо-
нах України, становить серйозну загрозу для садової промисловості і ареали поши-
рення збудника з кожним роком зростають. Метою нашої  роботи був моніторинг 
кісточкових культур на наявність вірусу шарки сливи в Україні, використовуючи 
серологічні методи діагностики для встановлення розповсюдженості вірусу шарки 
сливи та подальшого вивчення молекулярно-епідеміологічних особливостей збудни-
ка, отримання специфічної діагностичної сироватки. Для ранньої та широкомасш-
табної діагностики кісточкових культур спершу отримали специфічну діагностичну 
сироватку для виявлення всіх штамів вірусу шарки сливи. Специфічність отриманої 
сироватки підтвердили за допомогою імуноелектроблотингу. Отриману сироватку 
використовували для проведення непрямого імуноферментного аналізу, також для 
діагностики використовували імуноферментний аналіз („сендвіч”) комерційної 
тест-системи виробництва Loewe (Німечина). В результаті вірус шарки сливи був 
виявлений в шести областях України, рівень ураження кісточкових культур з дослі-
джуваних регіонів становить 30%, що є серйозною загрозою для садової промисло-
вості  нашої країни, та потребує подальшої молекулярно-генетичної діагностики.
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абрикоси Київської області готували пре-
парат для електронної мікроскопії, морфо-
логію вірусу досліджували на електронному 
мікроскопі Jeogs, використовуючи 2 %-й 
ураніл ацетат.

Для діагностики досліджуваного ізоляту 
вірусу шарки ми провели низку маніпуляцій 
для отримання специфічної  антисироватки 
до вірусу шарки сливи. Для накопичення віру-
су вірусу шарки використовуємо зразок з 
абрикоси Київської області, який було успіш-
но перенесено на трав янистий індикатор 
Nicotiana bentamiana. Для перенесення вико-
ристовували фосфатно-сольовий буфер рН 8 
(з додаванням 1 % нікотину, 0,25 % діетилди-
тиокарбомату натрію, 0,2 % сульфіт натрію). 
Під час його застосування була отримана 
найбільша кількість уражених рослин 
Nicotiana bentamiana, вірус на 7 день після 
інокуляції на натертих листках утворював 
симптоми у вигляді  хлорозів та скручування 
листкової пластинки. Потім  отримали очи-
щений препарат вірусу шарки сливи, для іму-
нізації кроля. Очищення вірусу проводили 
на 20-30 день після пасажу з інфікованих рос-
лин. Щоб отримати очищений  препарат 
вірусу шарки використовували протокол за 
Schade (1969). Гомогенізували 100 г. системно 
інфікованих рослин Nicotiana bentamiana в 
300 мл. дистильованої води, що містить 0,3% 
аскорбінової кислоти та 0,01 М натрій діе-
тилдитіокарбамат (DIECA). Отриманий 
гомогенізат струшуємо протягом 5 хв. з рів-
ним об’ємом охолодженого хлороформу. 
Центрифугуємо протягом 15 хв. 1000 об./хв. 
та 15хв. 5000 об./хв., зберігши водну фазу на 
кожному кроці. Концентруємо вірус одним 
циклом із високою та низькою швидкістю 
центрифугування, ресуспендуємо вірус у 0,05 
М боратного буферу, рН 8,2. Рослинні білки 
можуть бути видалені адсорбцією зі специ-
фічної антисироватки. Оскільки, вірусний 
препарат виявився недостатньо очищеним, 
ця методика була модифікована. Така оброб-
ка дала можливість очистити препарат під 
час другого центрифугування від низькомо-

Львівській, Закарпатській, Тернопільській, 
Івано-Франківській та Вінницькій областях. 
Станом 2008 рік вогнища враження виявле-
но в 6 регіонах (Закарпатська, Львівська, 
Тернопільська, Чернівецька, Одеська облас-
ті) загальною площею 4543, 9 га. 
(Budzanivska, 2011, Kyrychenko, 2017). 
Сьогодні спалахи захворювання виявлені в 
Закарпатській, Львівській, Тернопільській, 
Чернівецькій, Вінницькій, Одеській, 
Київській, Черкаській, Харківській облас-
тях, а частина регіонів є не досліджуваними. 
Встановлено, що в досліджуваних регіонах 
України циркулюють українські ізоляти, які 
належать Dideron та Мarcus штамам 
(Kondratenko, 2006). Боротьба з вірусом 
полягає в знищенні уражених рослин, що 
призводить до значних економічних втрат. 
Створити систему профілактичних заходів 
проти вірусних хвороб неможливо без вра-
хування видового складу, молекулярно-біо-
логічних особливостей збудника хвороб.

Мета дослідження – проведення сероло-
гічної діагностики та отримання специ-
фічної діагностичної сироватки для моні-
торингу кісточкових культур на присут-
ність ВШС в Україні. Специфічну сироват-
ку до вірусу шарки сливи використовували 
для подальшої серологічної діагностики 
кісточкових культур.

Матеріали та методи. Матеріалом слу-
гували зразки з приватних господарств  
Київської, Черкаської, Одеської, 
Харківської, Вінницької, Івано-
Франківської областей, відібрані у весня-
но-літній період 2016 – 2018 рр. Зразки 
листя слив, абрикос, персиків, аличі, 
вишні, черешні відбирали за візуальними 
симптомами, а саме: хлоротичні плями або 
кільця, деформація  листків та просвітлінні 
жилок, дрібні кільця або виразки  на пло-
дах, іноді з коричневою або червонуватою 
невротизацією. З отриманого супернатан-
ту зразку абрикоси Київської області готу-
вали препарат для електронної мікроско-
пії. З отриманого супернатанту зразку 
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Методом непрямого імуноферментного ана-
лізу визначили титр та робоче розведення 
сироватки, як антиген використовували очи-
щений вірус. За допомогою імуноелектроб-
лотингу визначили специфічність сироват-
ки. У подальшому дослідженні зразки діагно-
стували методом непрямого імунофермент-
ного аналізу, використовуючи специфічну 
сироватку до ВШС.

Результати дослідження та їх обгово-
рення. Зразки листя та плодів уражених 
рослин роду Prunus відбирали за візуальни-
ми симптомами: хлоротичні плями або кіль-
ця, деформація  листків та просвітлінні 
жилок, дрібні кільця або виразки  на плодах. 
Інколи спостерігали розмиті прожилкові 
плями або кільця на всій поверхні листкової 
пластинки, що мали світло-зелене або жов-
то-зелене забарвлення. Плями розташовува-
лись упродовж жилок і на краях листкової 
пластинки, вони добре проглядалися на 
світлі, у центрі плям тканини листка зберіга-
ли нормальний зелений колір (рис. 1.).

Відібрані зразки діагностували на наяв-
ність вірусу шарки сливи серологічними, 
електронно-мікроскопічними та молеку-
лярними методами. Для приготування пре-

лекулярних білків і сприяла кращому екстра-
гуванню вірусних частин зі зруйнованих рос-
линних клітин інфікованих листків. Очищені 
препарати в подальшому були використанні 
для імунізації тварин. Для імунізації вико-
ристовували кроля породи шиншила віком 
1–1,5 роки, вагою 2–3 кг. Отримали специ-
фічну сироватку до вірусу шарки сливи, вико-
ристовуючи трьохразову імунізацію кроля. 
Через 8 днів після останньої інокуляції здійс-
нили забір крові (прижиттєвий) з вени вуш-
ної раковини тварини в об’ємі 15 мл. У 
подальшому отримали очищену сироватку 
шляхом низько швидкісного центрифугуван-
ня 2 тис об./хв. упродовж 5 хв. Сироватку 
зберігаємо за -20 °С по 30 мкл. в епендорфах. 
Серологічну діагностику проводили вико-
ристовуючи імуноферментний аналіз („сен-
двіч”) комерційної тест-системи виробни-
цтва Loewe (Німечина) у 96-лункових поліс-
тиролових планшетах із застосуванням сиро-
ватки до вірусу шарки сливи (Cambra, 1994)  
та непрямий імуноферментний аналіз, вико-
ристовуючи отриману специфічну діагнос-
тичну сироватку. Результати ІФА враховували 
за допомогою рідеру марки “Multiscan” МСС, 
модель 340 Р за довжини хвилі 405 нм. 

Рис. 1. А – симптоми PPV на листі сливи з Одеської області, В – симптоми PPV на плодах 
абрикос із Київської області 
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тингу. Спостерігали чітку смугу на нітроци-
люльозній мембрані, що відповідає молеку-
лярній масі капсидного білку ВШС.

Штами одного й того ж вірусу здатні 
викликати різні симптоми на рослинах 
одного виду, змінюючи водночас зовнішні 
прояви від надчутливості до безсимптом-
ного прояву інфекції. На прояв симптомів 
можуть впливати умови вирощування рос-
лин і наявність супровідної інфекції, що є 
досить розповсюдженим явищем у разі 
вірусного ураження кісточкових культур. 
Тому наявність вірусної інфекції краще 
підтверджувати більш специфічними 
методами діагностики, зокрема серологіч-
ними. Загалом було протестовано при-
близно 300 зразків у весняно-літній період 
2016 – 2019 рр. кісточкових культур із 
шести регіонів України. Вірус шарки сливи 
був виявлений на персику, абрикосі, аличі, 
сливі, черешні та мигдалі (рис. 4.).

Отже, у результаті серологічної діагнос-
тики в усіх досліджуваних регіонах  виявле-
но наявність вірусної інфекції на кісточко-
вих культурах, рівень  ураження рослин 
становить 30 %. 

Висновки і перспективи. Серологічна 
діагностика необхідна для масштабного ана-
лізу інфікування плодових культур вірусни-
ми захворюваннями на території України. 

парату електронної мікроскопії вико-
ристовували зразок абрикоси з Київської 
області, який було перевірено на наявність 
ВШС за допомогою ЗТ-ПЛР. Отримано 
продукт ампліфікації 243 пар основ. В пре-
паратах електронної мікроскопії виявляли 
типові для вірусу шарки ниткоподібні 
частини завдовжки 700-800 нм, що за мор-
фологічними характеристиками відпові-
дає вірусу шарки сливи (рис. 2.).

За допомогою спектрофотометра 
визначили концентрацію вірусу та рівень 
його очистки. Вихід вірусу після очищення 
складав від 0,6 до 0,8 мг / 100 г листків.

Виділення та очищення вірусного пре-
парату проводили шляхом диференційно-
го центрифугування, встановили співвід-
ношення А260:А280, де А260 та А280 – кое-
фіцієнти поглинання нуклеїнових кислот 
та амінокислот. Коефіцієнт екстинції для 
вірусу шарки сливи становить 1.3.

Отримали специфічну сироватку до 
вірусу шарки сливи для подальшого вико-
ристання в ІФА. Було встановлено, що для 
достовірної ідентифікації вірусу шарки 
методом імуноферментного аналізу потріб-
но використовувати робоче розведення 
1 : 3000, а титр становить 1 : 8000 (рис. 3.). 
Специфічність отриманої сироватки під-
твердили за допомогою імуноелектробло-

Рис. 2. Електронно-мікроскопічне зображення  зразку вірусу шарки сливи Київської 
області (А – Бар -100 нм., В – Бар - 200 нм). 
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позитивні зразки будуть діагностуванні за 
допомогою молекулярно-генетичних мето-
дів, для встановлення штамового різнома-
ніття та характеристики молекулярної епі-
деміології збудника на території України.

Отримали специфічну діагностичну сиро-
ватку до вірусу шарки сливи. У результаті 
дослідження вірус шарки сливи виявили в 
шести регіонах України, рівень ураження  
рослин становить 30 %. У подальшому всі 

Рис. 3. Результати титрування антисироватки до ВШС, робоче розведення 1 : 3000, титр 1 : 8000

Рис. 4. Серологічна діагностика вірусу шарки сливи в досліджуваних регіонах України
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SUMMARY

Abstract. Plum pox virus is causative agent of 
stone fruit trees disease and is a quarantine agent 
worldwide. The virus is widespread in different 
regions of Ukraine, posesses a serious threat to the 
garden industry and the distrubution of the pathogen 
grows every year. The purpose of our work was to mon-
itor stone fruit cultures for the presence of plum virus 
in Ukraine, using serological diagnostic methods to 
determine the prevalence of plum pox virus and fur-
ther study the molecular and epidemiological features 
of the pathogen, and to obtain specific diagnostic 
serum. Firstly, a specific diagnostic serum for detec-
tion all strains of plum pox virus was obtained for 

early and large-scale diagnosis of stone fruit cultures. 
The specificity of the obtained serum was confirmed by 
immunoelectroblotting. The resulting serum was used 
for indirect enzyme-linked immunosorbent assay, as 
well as for immunoassay ("sandwich") of a commer-
cial test system manufactured by Loewe (Germany). 
As a result, plum pox virus was detected in six regions 
of Ukraine, the part of infected plants of stone fruit 
trees from the studied regions is 30%, which is a 
serious threat to our country's horticultural industry, 
and needs further molecular genetic diagnostics. 

Keywords: plum pox virus, serological diagnos-
tics, diagnostic serum, Ukraine
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АННОТАЦИЯ

Аннотация. Вирус шарки сливы – возбудитель 
опасного заболевания косточковых культур, явля-
ется карантинным агентом по всему миру. Вирус 
распространен в различных регионах Украины, 
представляет серьезную угрозу для садовой про-
мышленности и ареалы распространения возбуди-
теля с каждым годом растут. Целью нашей рабо-
ты был мониторинг косточковых культур на 
наличие вируса шарки сливы в Украине, используя 
серологические методы диагностики для установ-
ления распространенности вируса шарки сливы и 
дальнейшего изучения молекулярно-эпидемиологи-
ческих особенностей возбудителя, получение специ-
фической диагностической сыворотки. Для ран-
ней и широкомасштабной диагностики косточко-
вых культур сначала получили специфическую 
диагностическую сыворотку для выявления всех 

штаммов вируса шарки сливы. Специфичность 
полученной сыворотки подтвердили с помощью 
имуноелектроблотинга. Полученную сыворотку 
использовали для проведения непрямого иммуно-
ферментного анализа, а также для диагностики 
использовали иммуноферментный анализ («сэн-
двич») коммерческой тест-системы производства 
Loewe (Германия). В результате вирус шарки сливы 
был обнаружен в шести областях Украины, уро-
вень поражения косточковых культур из исследуе-
мых регионов составляет 30 %, что является 
серьезной угрозой для садовой промышленности 
нашей страны, и требует дальнейшей молекуляр-
но-генетической диагностики.

Ключевые слова: вирус шарки сливы, серологиче-
ская диагностика, диагностическая сыворотка, 
Украина


