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Реферат 

Робота виконана на 55 сторiнках, мiстить 3 роздiли, 14 рисунків,  

6 таблиць, 54 використаних джерела, 3 додатки. 

Метою даної роботи є дослідження впливу стабілізаторів на 

гемаглютинуючі властивості ліофілізованого вірусу хвороби Ньюкасла за різних 

температур, вплив розчинника на відновлення гемаглютинуючих властивостей 

ліофілізованого вірусу хвороби Ньюкасла та вплив співвідношення вірусного 

матеріалу та стабілізаторів на гемаглютинуючі та імуногенні властивості 

ліофілізованого вірусу хвороби Ньюкасла. За результатами проведеного 

дослідження, оптимізовано біотехнологію отримання вакцин, а саме: манітол у 

якості стабілізатору при співвідношенні до вірусного матеріалу 40:60 та при 

використанні у якості розчинника фосфатно-сольового буферу, забезпечують 

найкраще збереження активності вірусного матеріалу, його відновлення та 

імунну відповідь цільових тварин.  

Предмет досліджень: вірусовмісний матеріал хвороби Ньюкасла штамів 

Hitcher B1 та LaSota, суспензія еритроцитів, сироватка крові вакцинованих курей. 

Методи досліджень: мікробіологічні, біохімічні, інструментальні, 

статистичні. 
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ВСТУП 

Птахівництво є найбільшим джерелом м’яса в усьому світі, що призводить 

до стрімкого зростання галузі. Галузь птахівництва є однією з найбільш 

розвинених галузей тваринництва. Свійська птиця є найбільш продуктивною 

худобою у світі, згідно зі статистичними даними  Продовольчої та 

сільськогосподарської організації ООН, середнє поголів’я курей у світі становить 

майже 19 мільярдів. Також, у зв’язку з високим рівням споживання продукції 

птахівництва, очікується зростання виробництва птиці. З 2001 по 2021 рік 

світовий імпорт птиці збільшувався в середньому на 4 відсотки на рік, 

досягнувши 14,2 мільйона метричних тонн у 2021 році. Міністерство сільського 

господарства США прогнозує зростання імпорту птиці до 17,5 мільйонів 

метричних тонн до 2031 року. Для порівняння, імпорт свинини, за прогнозами, 

зросте до 14,8 мільйонів метричних тонн до 2031 року, а імпорт яловичини, як 

очікується, зросте до 14,3 мільйона метричних тонн [7].  

Рис.  1 Діаграма зростання світового імпорту м'яса з 

прогнозованим періодом до 2031 року. 
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Збільшення кількості птахівничих ферм в свою чергу підвищує ризик 

спалахів захворювань [1]. Однією з найголовніших проблем, з якою галузь 

птахівництва стикається протягом останніх кількох десятиліть, є контроль та 

запобігання хвороб птиці. Хвороби птиці негативно впливають на добробут 

тварин та впевненість споживачів у безпеці та якості продукції птахівництва, ці 

фактори спричиняють значні втрати виробництва у галузі птахівництва. 

Інфекційні захворювання, що створюють загрозу для даної галузі, 

включають в себе хворобу Ньюкасла, інфекційну бурсальну хворобу, хворобу 

Марека, віспу курей, інфекційний бронхіт, пташиний грип, міксоплазмоз, курячу 

анемію та кокцидіоз [2, 3, 4, 5]. 

В розвинених країнах у галузі птахівництва застосовуються методи 

біозахисту, незважаючи на це, згідно даних Продовольчої та 

сільськогосподарської організації за 2020 рік [6] хвороби птиці спричинили 

втрати, що оцінювалися в 23% від валової вартості продукції птахівництва. Отже, 

для зменшення економічних втрат, велике значення має створення економічно 

ефективних, інтегрованих систем контролю захворювань – розробка 

профілактичних і терапевтичних вакцин. 

Хвороба Ньюкасла вважається однією з найбільш поширених вірусних 

хвороб свійської птиці, яка суттєво заважає розвитку птахівництва у світі, а також 

призводить до значних економічних збитків [43]. Хвороба має особливо високий 

вплив на курей, у цій галузі вона завдає величезних економічних збитків через 

високу смертність, зниження виробництва яєць, а також обмеження 

міжнародною торгівлею птицею та продуктами з неї. Етіологією захворювання є 

вірус хвороби Ньюкасла (NDV), високоплеоморфний вірус, що належить до 

родини Paramyxoviridae.  
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Для запобігання погіршення епізоотичної ситуації та значних економічних 

збитків, господарствами використовуються вакцини проти різноманітних хвороб 

птиці. Отже, зростання ринку вакцин в першу чергу пояснюється швидким 

зростанням виробництва птиці в усьому світі в поєднанні зі зростанням кількості 

захворювань серед птиці. 

Перед галуззю птахівництва на сьогоднішній день постає велика кількість 

проблем, що, в поєднанні з постійно зростаючим попитом на продукцію 

птахівництва, створює все більшу необхідність застосування біотехнології для 

боротьби з несприятливими чинниками. Біотехнологія охоплює всі види 

технологій, що можна використати для покращення здоров’я птиці та підвищення 

ефективності виробництва. Боротьба з інфекційними захворюваннями є справді 

вагомою проблемою для птахівництва, проте досягнення в сфері виробництва 

вакцин мають значні перспективи для профілактики та контролю захворювань. 

Ключовими компаніями на світовому ринку вакцин для птиці є Boehringer 

Ingelheim International GmbH, Ceva, Zoetis, Elanco, Merck & Co., Inc., Hester 

Biosciences Limited, Vaxxinova International BV, Venkys India, Calier, KM 

Biologics, Phibro Animal Health Corporation. Обсяг світового  ринку вакцин для 

домашньої птиці оцінювався в 1,9 мільярда доларів США в 2022 році, і 

очікується, що з 2023 до 2030 року він буде зростати на 7,40% у середньому за 

рік. Зростаючий обсяг досліджень і розробок продукту, зростаюча кількість 

захворювань у домашньої птиці, попит на забезпечення джерела їжі, а також 

обізнаність є одними з ключових рушійних сил цього ринку. Сегмент ослаблених 

живих вакцин мав найбільшу частку доходу понад 30,0% у 2022 році. Ці типи 

вакцин можуть спонукати імунну систему виробляти більшу кількість антитіл 

порівняно з іншими типами вакцин [8]. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Опис та характеристика вакцин 

Вакцини – біотехнологічні препарати на основі бактерій, вірусів або 

продуктів їх життєдіяльності, застосовуються для активної імунізації людей та 

тварин з метою профілактики та специфічного лікування захворювань 

інфекційної етіології. Термін «вакцина» включає різні препарати: живі 

атенуйовані, інактивовані, субодиничні, рекомбінантні, синтетичні та 

анатоксини. 

Розвиток вакцин можна простежити починаючи з відкриття XVIII сторіччя, 

що біологічний препарат, отриманий з ослабленого чи вбитого збудника 

захворювання, може сприяти утворенню імунітету для захисту від даного 

захворювання [9]. З плином часу та розвитком науки і технологій утворився 

широкий спектр нових вакцин.  

На даний час, класифікація вакцин, відповідно до природи антигену, 

складається з  трьох основних груп: вакцини першого покоління (живі 

аттенуйовані та інактивовані вакцини), вакцини другого покоління (субодиничні 

вакцини, що складаються переважно з білкових антигенів та рекомбінантних 

білків) і вакцини третього покоління (рекомбінантні вектори та ДНК і мРНК 

вакцини). 

Живі аттенуйовані вакцини. 

Перша жива аттенуйована вакцина для свійської птиці була розроблена Луі 

Пастером у 1880-ті роки проти пташиної холери. Зниження вірулентності 

збудника (Pasteurella multocida) досягалося шляхом багаторазового 

перезараження лабораторних тварин [9].  

Незважаючи на беззаперечний успіх живих ослаблених вакцин у створенні 

тривалого імунітету (імунітету, опосередкованого як клітинами, так і 

антитілами), і контролю над багатьма інфекційними захворюваннями домашньої 
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птиці, ймовірність реверсії до вірулентності залишається однією з головних 

проблем, пов’язаних із цими вакцинами. Типовим прикладом є рецидивні 

спалахи хвороби Ньюкасла, пташиного грипу та інфекційної бурсальної хвороби 

у вакцинованих курчат [1].  

Інактивовані вакцини. 

Розробка інактивованих вакцин почалася наприкінці 18 століття шляхом 

знищення збудника за допомогою фізичних (тепло) або хімічних (формальдегід, 

діетилпірокарбонат і β-пропріолактон) процесів для денатурації білків або 

пошкодження нуклеїнових кислот, таким чином усуваючи його інфекційність. [1, 

10, 11]. Однак деякі недоліки все ще пов’язані з цими методами інактивації, 

включаючи їхній вплив на антигенну структуру збудника та значну 

варіабельність у відтворюваності між методами інактивації, а також потенційне 

забруднення хімічними залишками. 

Розвиток технологій зіграв певну роль у виробництві інактивованих 

вакцин. Технологія гамма-опромінення, з’явилася як швидка та безпечна 

альтернатива для інактивації організмів з обмеженим або відсутнім впливом на 

антигенні детермінанти [12]. Незважаючи на ці досягнення, наразі немає 

комерційних вакцин, інактивованих опроміненням, для промислового 

птахівництва. Проводяться дослідження для вивчення потенціалу кількох 

перспективних опромінених вакцин проти різних патогенів, у тому числі 

вірусних, таких як вірус пташиного грмпу [13]; бактеріальні, такі як Salmonella 

enterica var. Typhimurium [14]; і протозойні, такі як Eimeria spp. [15, 16]. 

Незважаючи на широке використання вакцин першого покоління, 

повторювані зміни в антигенності певних патогенів через дрейф і зсув антигену 

створюють потенційний ризик майбутніх невдач вакцинації цими вакцинами. 

Тому необхідна постійна оцінка та оновлення вакцини, щоб відповідати частим 

антигенним змінам [45]. Тож, сучасна біотехнологія та геномні інструменти 
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забезпечили засоби для створення вакцин нового покоління, щоб подолати 

недоліки, пов’язані зі звичайними вакцинами. 

Субодиничні та компонентні вакцини — це імуногенні препарати, що 

складаються з окремих хімічних компонентів, виділених зі структури мікробних 

клітин чи вірусів. До таких компонентів відносять нуклеїнові кислоти (ДНК або 

РНК), рибосоми, білки, ліпополісахариди, та вуглеводно-ліпопротеїнові 

комплекси, які містять захисні антигени і походять з мікробних клітин. 

Компонентні вакцини мають низку переваг порівняно з живими та 

інактивованими вакцинами. Вони менш реактогенні, характеризуються 

імунологічною спрямованістю, є очищеними препаратами бактеріального або 

вірусного походження і зазвичай не викликають побічних імунологічних реакцій 

під час вакцинації, а також інших ускладнень пов’язаних з використанням 

біопрепаратів [17].  

Вакцини з рекомбінантними компонентами створюються на основі 

очищених білків, які виробляються за допомогою рекомбінантних 

мікроорганізмів. Для отримання достатньої кількості антигену, необхідного для 

виготовлення таких вакцин, у бактерії, дріжджі або клітинні культури вводять 

клоновану ДНК, що кодує антиген [19]. 

Рис. 1.1. Схематична діаграма: вакцини першого покоління. 
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Синтетичні вакцини — це препарати, що містять штучно створені пептиди, 

які імітують невеликі фрагменти захисних антигенів мікроорганізмів. Ці пептиди 

здатні викликати імунну відповідь організму та забезпечувати захист від 

конкретного захворювання [18, 48]. 

Одним з основних критеріїв якості вакцин, незалежно від їх виду та способу 

виробництва, є регламентована реактогенність (допускаються до виробництва 

лише нереактогенні та слабореактогенні вакцини) [49]. 

Одна з можливих класифікацій вакцин – за кількістю захворювань чи 

серотипів збудника, проти яких вона використовується. За даною класифікацією 

вакцини поділяються на моновалентні та комбіновані (полівалентні) [44]. 

Моновалентні вакцини – вакцини, що містять один штам збудника захворювання 

(наприклад: вакцина Полімун Ла-Сота містить вірус ньюкаслської хвороби, штам 

«Ла-Сота», вакцина Полімун Н-120 містить вірус інфекційного бронхіту курей 

штам «Н-120»). Полівалентні вакцини – містять кілька штамів одного збудника 

або збудників кількох різних захворювань (наприклад: вакцина Полімун ІБК 

мульті містить вірус інфекційного бронхіту курей штам «Н-120» та штам «БК-

07», вакцина Полімун Ла-Сота + Н-120 містить вірус ньюкаслської хвороби птиці 

штам Ла-Сота та вірус інфекційного бронхіту курей штам Н-120). 

Стабілізація вакцин. 

При ліофілізації існує високий ризик втрати препаратом властивості 

викликати імунну відповідь (через денатурацію вірусного матеріалу). Також, 

через порушення умов зберігання та транспортування, наприклад, підвищення 

температури за межі рекомендованого температурного діапазону, вакцини 

можуть втратити свою ефективність через руйнування вірусних частинок, 

особливо це стосується вакцин термолабільних вірусів. Таким чином, одним з 

найважливіших етапів є забезпечення стабільності вакцини протягом процесів 

виробництва, зберігання, транспортування та застосування. На вибір 
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стабілізатору впливає штам вірусу, наявність ад’юванту та очікуваний термін 

придатності [22].  

Незважаючи на використання стабілізаторів, для збереження ефективності 

живих вакцин під час транспортування необхідна система холодового ланцюга, 

хоча у країнах, що розвиваються, його збереження може викликати значні 

труднощі. Враховуючи це, термічна стабільність багатьох доступних вакцин, 

особливо тих, які призначені для боротьби з міжнародно значущими хворобами 

тварин, стає критичною проблемою. 

Методи ліофілізації та сублімаційного сушіння є одними з 

найпоширеніших для підвищення стабільності вакцин і активно 

використовуються для виробництва комерційних живих вакцин. Проте, не всі 

вакцини сумісні з цим процесом [23]. Крім того, ефективність ліофілізованих 

вакцин може суттєво знизитися після відновлення [23].  

Дослідження альтернативних методів сублімаційного висушування, 

наприклад: сушіння піною та сушіння розпиленням, принесли багатообіцяючи 

результати, що в майбутньому дозволять уникнути потребі в заморожування чи 

Рис. 1.2. Схематична діаграма: методи стабілізації вакцин. 
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вакуумі. Ці методи передбачають перетворення рідкої вакцини на дисперговані 

частинки, значно полегшуючи виробництво порошкових вакцин. Проте, через 

вплив підвищеної напруги під час розпилення, потенційного утворення 

поверхонь поділу повітря та води та підвищених температур під час сушіння 

може призвести до денатурації антигену [25].  

Вакцини для птахівництва 

Вакцинація проти хвороби Ньюкасла має на меті знизити рівень 

захворюваності та смертності, зменшити поширення та виділення вірусу в стаді, 

а також захистити від вірусної інфекції. Проте, через обмежені можливості для 

оцінки виділення вірусу в польових умовах, більшість існуючих вакцин та схем 

вакцинації в основному спрямовані на зниження клінічних симптомів хвороби. 

Більшість вакцин, які пропонуються компаніями, забезпечують лише 

профілактику 90% випадків захворюваності та смертності, без вимог щодо 

зменшення передачі вірусу. 

Також важливо зазначити, що вакцинація є останнім засобом захисту від 

інфекційних хвороб тварин, а основною лінією оборони залишаються суворі 

біозахисні заходи, які можуть суттєво знизити ризик інфікування [46]. На 

ефективність вакцинації також можуть негативно впливати такі фактори, як 

дефіцит поживних речовин, стрес, імуносупресія, викликана супутніми 

інфекціями, зокрема вірусом інфекційної бурсальної хвороби (хвороби Гамборо). 

Щоб досягти ефективного колективного імунітету, за допомогою будь-якої 

стратегії вакцинації проти хвороби Ньюкасла, достатню дозу вакцини необхідно 

доставити щонайменше 85% тварин, а титр антитіл складати (HI) ≥ 3 log2 [20]. 

Стратегії вакцинації проти хвороби Ньюкасла повинні бути адаптовані 

відповідно до конкретних умов господарства. Таким чином, вибір відповідних 

вакцин є критично важливим для ефективності вакцинації та контролю 

захворювання. 
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Живі вакцини проти хвороби Ньюкасла містять лентогенні або мезогенні 

штами. Лентогенні живі вакцини є найпоширенішими у світі, адже викликають 

стійку імунну відповідь, при цьому мають мінімальний ризик поствакцинальних 

ускладнень та розвитку хвороби птиці. Типовими штамами є штами La Sota та 

Hitchner B1, вони належать до другого генотипу та мають високий ступінь 

спорідненості на антигенному та генетичному рівнях. Титри антитіл, індуковані 

штамом La Sota, зазвичай доволі високі, що робить вакцину на основі цього 

штаму оптимальною для використання у країнах, де хвороба Ньюкасла є 

ендемічною. Штам Hitchner B1, в свою чергу, має дуже низький рівень 

вірулентності, тож вакцини на основі цього штаму оптимальні для країн, де 

хвороба Ньюкасла не так поширена або має менш агресивний перебіг, проте, 

завдяки низькій вірулентності, вакцини на основі штаму Hitchner B1 краще 

підходять для вакцинації курчат [55].  

Деякі типи живої вакцини базуються на мезогенних штамах, таких як 

Mukteswar (третій генотип), Komarov (другий генотип) і Roakin (другий генотип). 

Ці штами демонструють високу вірулентність і можуть спричиняти смертність 

курчат. Проте, живі вакцини на основі мезогенних штамів мають високу 

імуногенність і можуть спровокувати швидку та тривалу відповідь антитіл; ці 

вакцини можна використовувати у дорослих курей для ревакцинації або 

екстреної вакцинації. Однак, оскільки мезогенні віруси визначені як вірулентні, 

мезогенні живі вакцини здебільшого заборонені в багатьох країнах [50]. 

Загалом, живі вакцини проти хвороби Ньюкасла мають високий рівень 

безпечності, оскільки вакцинні штами мають низьку вірулентність або її 

відсутність і зазвичай не викликають поствакцинальних реакцій у курчат. Крім 

того, живі вакцини можуть індукувати імунітет слизової оболонки, гуморальний 

і клітинний імунітет і можуть бути доставлені в організм шляхом обприскування 

або питної води. Однак за певних умов живі вакцини можуть спричинити 
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небажані поствакцинальні реакції, такі як затримка росту, легкі респіраторні 

ускладнення та підвищену чутливість до інших патогенів. При транспортуванні 

та роботі з цими вакцинами потрібно дотримуватись температурного режиму та 

забезпечити їх охолодження. Крім того, живі вакцини, як правило, 

застосовуються у молодих курчат, тож наявність материнських антитіл може 

перешкоджати їх ефективності.  

1.2. Ринок вакцин для птахівництва в Україні та світі 

Одна з найрозвинутіших та найважливіших галузей тваринництва – 

птахівництво, адже продукція цієї галузі користується високим попитом. Проте 

зі збільшенням обсягу та прибутків зрастає і рівень ризиків. Основний сегмент 

ризиків пов’язаний з погішенням епізоотичної ситуації, отже коректна стратегія 

вакцинації та правильно підібрані препарати є абсолютно необхідними у даній 

галузі.  

Найбільшу частку складає сегмент ослаблених живих вакцин. Дані вакцини 

викликають швидку та сильну імунну відповідь, порівняно з іншими типами 

вакцин. Крім того, тривалість імунітету після вакцинації зберігається довше. 

Найпоширенішими на ринку є живі вакцини спрямовані на захист від таких 

хвороб як: інфекційний бронхіт, інфекційна бурсальна хвороба, хвороба 

Ньюкасла. Зростаюча науково-дослідна діяльність, зокрема в галузі вакцинації, 

спрямована на стримування спалахів вищезгаданих захворювань, сприяє 

зростанню попиту та розширенню сегменту даних вакцин. Zoetis, наприклад, 

пропонує широке портфоліо вакцин для домашньої птиці під своїм брендом 

Poulvac. Сегмент птахівництва приніс 18% доходу компанії від тваринництва у 

2020 році [40]. 

Ринок вакцин проти хвороби Ньюкасла у курей розвивається завдяки 

попиту на продукти птахівництва, включаючи м’ясо та яйця. Розмір ринку 
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залежить від кількох факторів, зокрема від поширеності захворювання, політики 

вакцинації та наявності ефективних вакцин [54]. 

Вакцини проти ньюкаслської хвороби широко застосовуються в 

птахівництві для запобігання та контролю спалахів цього захворювання. Існують 

живі атенуйовані та інактивовані вакцини, які вводяться птахам за допомогою 

ін'єкцій або розпилення [55]. Згідно зі звітом Grand View Research, розмір 

світового ринку вакцин для птиці у 2020 році оцінювався в 2,1 мільярда доларів 

США, з прогнозованим щорічним зростанням на 6,5% у період 2021–2028 років. 

Ключовим чинником зростання ринку є підвищений попит на продукцію 

птахівництва [40]. 

Всесвітня організація охорони здоров'я тварин (WOAH) рекомендує 

вакцинацію проти хвороби Ньюкасла у промислових стадах, оскільки вакцини 

ефективно знижують смертність і клінічні прояви захворювання. У багатьох 

країнах діють національні програми вакцинації. Наприклад, Міністерство 

сільського господарства США вимагає обов'язкової вакцинації всіх комерційних 

птахів проти цієї хвороби [51]. 

За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я (ВООЗ), вакцини проти 

хвороби Ньюкасла безпечні для людини і не становлять загрози, якщо 

використовуються відповідно до інструкцій виробника. 

Рис.  1.3. Графік розподілу комерційних вакцин по хворобах 
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В Україні галузь птахівництва є однією з провідних, відповідно, ринок 

вакцин також має потенціал до зростання. За даними Державної служби 

статистики України, виробництво м'яса птиці у 2020 році збільшилося на 12,3% 

порівняно з 2019 роком [42], що стимулює попит на вакцини проти хвороби 

Ньюкасла.  

Глобальний ринок вакцин для птахів, зокрема проти цієї хвороби, очікує на 

подальше зростання, особливо у країнах, що розвиваються, де зростає попит на 

продукти птахівництва та посилюються заходи контролю захворювань. 

Найвідоміші виробники вакцин проти Ньюкасльскої хвороби курей: 

– AniCon Labor GmbH 

– Animal Science Products Inc. 

– Biovac 

– Boehringer Ingelheim International GmbH 

– ADL BIONATUR SOLUTIONS, S.A. 

– Ceva Sante Animale 

– Merck & Co. 

– Phibro Animal Health Corporation 

– Zoetis Inc. 

1.3. Характеристика родини вірусів Paramixoviridae 

Родина Параміксовірідає (Paramyxoviridae) належить до класу 

Мононеґавірусів (Mononegavirales) і складається з геномного РНК вірусів зі 

спільними морфологічними та біохімічними властивостями. 

Віруси цієї родини можуть бути патогенними для людей, тварин і птахів. 

Вони мають вигляд сферичних частинок. Геном Параміксовірідає складається з 

одноланцюгової РНК негативної полярності, що означає, що вона кодує для 

комплементарної до РНК негативної полярності. 
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У родині Параміксовірідає виділяють декілька родів. Параміксовіруси 

можуть бути передані від людини до людини, від тварини до тварини або від 

тварини до людини. Вони можуть викликати широкий спектр захворювань, від 

легких інфекцій до тяжких хвороб, таких як кір та паротит [23] 

APMV-1 — це одноланцюговий, негативносмисловий несегментований 

РНК-вірус із довжиною геному 15,2 кб. Геном APMV-1 кодує шість колінеарних 

генів, які транслюються в шість структурних білків і два неструктурних білка. 

Структурні білки включають нуклеопротеїн (NP), матрикс (M), злиття (F), 

гемаглютинін-нейромедіазу (HN), фосфопротеїн (P) і велику РНК-залежну РНК-

полімразу (L) [24]. 

Вірус локалізується в паренхіматозних органах, головному та кістковому 

мозку, м’язах, трахеальному слизі, тонкому й товстому відділах кишківника [53].  

NDV має гемаглютинуючі властивості щодо еритроцитів птиці, амфібій та 

рептилій, а також еритроцитів людини, мишей та морських свинок. Здатність 

аглютинувати еритроцити великої рогатої худоби, овець, кіз, свиней та коней 

варіює та залежить від штаму збудника [47]. 

Рис. 1.3. Будова віріону параміксовірусу.  

(A) Електронна мікрофотографія з негативним контрастом інтактної 

частинки вірусу кору (рід Morbillivirus ). Масштабна шкала = 100 нм.  

(B) Схематична діаграма частки параміксовірусу в поперечному розрізі. 
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Крім курей і курчат до 

експериментального зараження 

сприйнятливі перепели, голуби, 

тетерки. За парентерального зараження 

деякими штамами вірус патогенний для 

морських свинок, котів, собак та інших 

ссавців [25]. 

Розрізняють дев’ять серологічних 

варіантів збудника. 

За патогенністю штами вірусу розділяють на велогенні, мезогенні і 

лентогенні. 

Велогенні – високопатогенні азійські штами вірусу, які у разі 

експериментального зараження призводять до загибелі усієї птиці (Т, Sato, 

Miadera). 

У разі захворювання, спричиненого цими штамами спостерігається 

класичний прояв хвороби з ураженням дихальної, травної та нервової систем, а 

також надзвичайно високою летальністю. Велогенні штами накопичуються в 

органах хворих курчат (легені, печінка, селезінка, мозок).  

Мезогенні штами – мають летальні наслідки для курчат віком 45 – 60 діб та 

для 25 – 30 % дорослої птиці. До найвідоміших мезогенних штамів належать: Н 

(вакцинний штам), Muksteswar, Коmarov, Roakin. Здебільшого ці штами 

зумовлюють ураження органів дихання. Накопичуються в таких органах хворих 

курчат: селезінка, легені, мозок, печінка [52]. 

Лентогенні – спричиняють легку або інапарантну (безсимптомну) форму 

захворювання, майже не призводять д озагиелі курчат та курячих ембріонів. 

Лентогенні штами використовуються як вакцинні, наприклад: LaSota, В1, NDV-

IRI. Також до лентогенних штамів належать: Hitchner B1, F, Herts 33/56, Texas 

Рис. 1.4. Вплив вірусу APMV-1 на 

курячий ембріон 

А. Заражений 15-денний ембріон 

Б. Здоровий 15-денний ембріон 
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GB, Beaudette С, Italien. Хоча вважається, що ці штами є лентогенними і не 

викликають серйозних наслідків та змін у респіраторних та гермінативних 

органах (оофорити, сальпінгіти, зниження несучості), проте вони також можуть 

внаслідок мутаці переходити в нетипові штами, що призводить до збільшення їх 

вірулентності [26]. 

За тропізмом вірусу (органами-мішенями, які вражаються) велогенні 

штами поділяються на: вісцеротропні – спричиняють гострий перебіг хвороби з 

геморагічним ураженням внутрішніх органів і високою смертністю птиці, 

нейротропні – спричиняють гострий перебіг хвороби з ураженням нервової 

системи, органів дихання та високою смертністю птиці. Також виділяють 

асимптоматичні кишкові штами, які викликають руйнування ворсинок і слизової 

кишківника, проявляються субклінічно [26,53]. 

1.4. Стабілізація живих вакцин 

Стабілізація вірусу при виробництві живих атенуйованих вакцин є 

важливим критерієм забезпечення їх ефективності та безпечності використання. 

Механізм дії вакцин полягає у виклику імунної відповіді організму на збудник, 

тож необхідним є збереження вірусу в стабільному стані протягом всіх етапів 

виробництва, зберігання та транспортування [36].  

Ліофілізація є одним з найпоширеніших методів стабілізації, проте для 

покращення ефективності даного методу запобіганню ризиків деградації 

вірусного матеріалу під час самого процесу ліофільної сушки та покращенню 

відновлення матеріалу перед використанням. Додавання поверхнево-активних 

речовин (наприклад, полісорбат, твін, плуронік) і стабілізаторів на основі цукру 

(наприклад, сахарози, трегалози, декстрози, маніту, сорбіту), білка (наприклад, 

желатину) або стабілізатори на основі амінокислот (наприклад, аргінін, гліцин, 

глутамат) можуть запобігти швидкій деградації білкових антигенів, спричиненої 
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механічними навантаженнями та змінами температури, особливо під час процесу 

сушіння та транспортування, розподілу та зберігання вакцини [33]. 

Основні типи стабілізуючих речовин включають в себе: цукри, поліоли, 

амінокислоти та білки, желефікатори та солі, антиоксиданти. Для досягнення 

кращого результату, захисту вірусовмісного матеріалу на різних етапах 

ліофілізації та кращого відновлення іноді використовують комбінації 

стабілізуючих речовин, наприклад, цукри можуть використовуватись разом з 

поліолами. Такі поєднання дозволяють зменшити втрати активності вірусу та 

підвищити тривалість зберігання вакцини [37]. 

Найпоширенішими стабілізаторами для живих вакцин є цукри (сахароза, 

лактоза та трегалоза). Механізм дії полягає в тому, що дані речовини формують 

захисну мебрану навколо вірусних часток, перешкоджаючи їх руйнуванню під 

час ліофілізації. 

Такі речовини як манітол та сорбітол (відносяться до поліолів) також 

широко використовуються для стабілізації ліофілізованих вакцин. Механізм дії 

полягає в забезпеченні цілісності вірусних білків під час сушіння. Для отримання 

кращого результату можуть бути ефективно поєднані з цукрами. 

Також, для стабілізації вірусу можуть використовуватись білки та 

амінокислоти. Наприклад, альбумін запобігає руйнуванню вірусних частинок та 

забезпечує іх стабільність під час ліофілізації та зберігання. Амінокислоти, такі 

як гліцин, наприклад, в свою чергу забезпечують підтримку кислотно-лужного 

складу середовища на певному рівні [38]. 

Схожий механізм дії має желатин у поєднанні з буферними розчинами 

солей: желатин утворює гелеву плівку навколо вірусних часток, в той час як 

буферний розчин забезпечує стабільне рН середовища, що також сприяє 

стабілізації вірусу. 
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Антиоксиданти, наприклад вітамін С, можуть суттєво подовжити термін 

зберігання вакцин без втрати вірусної активності матеріалу. Дані речовини 

захищають матеріал від окислення, отже запобігають деградації вірусного білка 

та генетичного матеріалу [39]. 

Сучасні дослідження мають на меті модифікацію стабілізаторів, які б 

забезпечили стабільність ліофілізованих вакцин при зберіганні за кімнатної 

температури. Дані дослідження надзвичайно важливі, адже використання 

холодового ланцюга при доставці у деякі країни не завжди можливо або 

супроводжується великою кількістю ризиків його переривання. 

На стабільність та ефективність живих ліофілізованих вакцин впливає не 

лише обрана речовина-стабілізатор, а також співвідношення стабілізатору та 

вірусовмісного матеріалу (антигену) у препараті.  

Основною діючою речовиною вакцини є антиген, адже він викликає імунну 

відповідь організму – викликає напрацювання антитіл, що формує специфічний 

імунітет проти збудника. Як було зазначено вище, під час ліофілізації антигени 

зазнають значного стресу, що призводить до руйнування вірусних часток і 

відповідно втрати активності, тож для підвищення стабільності до антигенів 

додають стабілізатори. 

Оптимально підібране співвідношення кількості антигену та стабілізатору 

є надзвичайно важливим.  

При використанні занадто малих кількостей стабілізатору він не забезпечує 

належного захисту для вірусних часток, отже антиген все одно втрачатиме 

вірусну активність через дегідратацію та денатурацію чи зміну просторової 

структури білків.  

Використання великої кількості стабілізатору зменшує кількість вірусних 

часток у дозі введення, що також зменшує імуногенність вакцини. Також, це 

може вплинути на осмотичний баланс, що призведе до руйнування вірусу.   
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ПРОВЕДЕННЯ 

ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1 . Характеристика об’єктів дослідження 

Збудником хвороби Ньюкасла є РНК-вірус Avian orthoavulavirus 1 (APMV-

1), який належить до роду Orthoavulavirus родини Paramixoviridae. Рід 

Orthoavulavirus також включає віруси, що викликають інші хвороби птахів, такі 

як Newcastle disease virus (NDV) і  Avian metapneumovirus (aMPV) [27]. 

Розмір віріону складає 120 – 380 нм. Віріон сферичної або циліндричної 

форми, оболонковий. Вірус містить два основних антигени: V-антиген, що 

відповідає за рівень гемаглютинуючої активності, антигенність та імуногенність, 

а також S-антиген, який виконує функції нейромедіази. 

 

Рис.  2.1. Схематична ілюстрація структури частинок і геному вірусу APMV-1 

A Ілюстрація структури частинок. HN, гемаглютинін-нейрамінідаза; F, злитий 

білок; М — матричний білок; RNP, рибонуклеотид-білковий комплекс.  

B Схематичне зображення структури геному NDV. Червона стрілка вказує 

місце розщеплення F-білка. Показано типові амінокислотні мотиви сайтів 

розщеплення вірулентного та авірулентного типу. 
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APMV-1 складається з одноланцюгової РНК і має один серотип. Він може 

бути поділений на декілька генетичних ліній, які можуть відрізнятися за своєю 

вірулентністю та патогенністю для птахів [28]. 

Рис. 2.2. Філогенетичне дерево пташиного параміксовірусу-1. 

Містить два різні класи (I та II), кожен з яких має кілька генотипів. 

Номенклатури 2 основних систем генотипування позначені червоним 

(посилання 44, 83) і синім (посилання 5). 
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На основі вірулентності віруси APMV-1 можна поділити на 3 типи: 

– високо-вірулентні штами (велогенні віруси хвороби Ньюкасла, 

vNDV), які можуть спричинити сильну хворобу з високою 

смертністю серед птахів; 

– середньо-вірулентні штами (мезогенні віруси хвороби Ньюкасла, 

mNDV), які можуть спричинити середньої важкості хворобу; 

– низько-вірулентні штами (лентогенні віруси хвороби Ньюкасла, 

lNDV), які можуть спричинити легку форму хвороби або бути 

безсимптомними. 

APMV-1 є різноманітним за своєю стійкістю до фізичних та хімічних 

факторів довкілля. Зокрема, він є досить чутливим до дезінфікуючих засобів та 

високих температур. 

Для ефективного інактивації вірусу рекомендується використовувати різні 

хімічні засоби дезінфекції, такі як хлор, формальдегід, перекис водню, спирт та 

інші. При цьому важливо дотримуватись встановлених доз та тривалості дії 

дезінфікуючих засобів, оскільки недостатнє їх використання може не 

забезпечити повної інактивації вірусу. Для знищення вірусу APMV-1 в 

забруднених матеріалах, рекомендується застосовувати дезінфікуючі засоби, такі 

як 70% етанол або 0,1% натрій гіпохлориту [29]. 

Також важливо зазначити, що APMV-1 термолабільним і може бути 

інактивований високими температурами. Точна температура та тривалість 

обробки, необхідні для інактивації вірусу, можуть залежати від конкретних умов 

обробки та використаного методу, а також штаму вірусу, що інактивується. 

Отже, використання дезінфікуючих засобів та високих температур є 

ефективними методами знезараження поверхонь та інструментів від вірусу 

хвороби Ньюкасла. Однак, враховуючи різноманітність штамів, які відрізняються 

стійкістю до хімічних та фізичних факторів, необхідно вживати заходів 
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знезараження, що відповідають даному штаму та джерелу розповсюдження 

вірусу [30]. 

Температура зберігання APMV-1 залежить від того, в якій формі 

зберігається вірус. Якщо вірус знаходиться у вигляді живих культур, його 

зазвичай зберігають при температурі – 70°С у спеціалізованих морозильних 

камерах або в рідкому азоті (температура – 196°С) для максимального 

збереження рівня вірусної активності. 

Вірусовмісні матеріали, такі як пера, кров, тушки уражених тварин, можна 

зберігати при температурі – 20°С або нижче. Дані температури дозволяють 

зберегти вірусну інфекційність матеріалів, перешкоджаючи при цьому його 

росповсюдженню [31]. 

Зберігання вірусу APMV-1 вимагає дотримання вимог біологічної безпеки 

другого рівня. Протоколи даного рівня передбачають правила зберігання, 

транспортування та обробки вірусовмісних матеріалів [32]. 

2.2. Речовини, що використовуються для стабілізації вірусу при 

виробництві живих атенуйованих вакцин 

 Манітол. Широко використовується у фармацевтичних препаратах та 

харчових продуктах. Це один з найпоширеніших допоміжних компонентів у 

ліофілізованих ін'єкційних продуктах, де він 

застосовується як допоміжна речовина. За своєю 

природою манітол – цукровий спирт (поліол). Зазвичай 

використовується у якості розчину, що є прозорою 

безбарвною рідиною, в сухому вигляді – білий 

кристалічний порошок. Температура плавлення складає 

165-169°С, термостабільний (за температури плавлення не 

розкладається), густина 1,52 г/см3, високорозчинний у 

гарячий воді, слабо розчинний у органічних розчинниках. 

Рис. 2.3. Манітол. 

Mannitol, BioXtra, 

Sigma-aldrich 
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Низька проникність через біологічні мембрани робить манітол біологічно 

інертним, що підвищує безпеку його використання. Має високу здатність до 

кристалізації з водних розчинів, негігроскопічний, що і обумовлює його 

популярність як стабілізатору в ліофілізованих препаратах.  

Манітол також сприяє формуванню механічно міцного та фармацевтично 

привабливого ліофілізату, що є важливим для ліофілізованих продуктів. Манітол 

допомагає запобігти утворенню кристалів льоду в процесі заморожування, що 

може пошкодити структуру молекул антигенів. Також манітол зменшує 

ймовірність денатурації білків, що зберігає їх ефективність навіть після 

тривалого зберігання. При виконанні даної роботи використовували Mannitol, 

BioXtra, ≥98% (HPLC), Sigma-aldrich,  Steinheim,  Germany. 

 Пептон – білковий гідролізат, що отримують 

розщепленням білків до менших пептидів і амінокислот, не 

має точної хімічної формули. Являє собою темно-брунатну 

прозору рідину, погано розчиняється в органічних 

розчинниках, в сухому вигляді є помірно гігроскопічним, 

нестійкий до високих температур. Пептон стабілізує білкові 

молекули вірусного матеріалу, запобігаючи порушенню їх 

структурної цілісності. Також виконує роль поживного 

середовища під час відновлення після розведення вакцини 

перед введенням, що сприяє кращому відновленню. 

Пептони є економічно доступними та недорогими, порівняно з іншими 

можливими стабілізаторами, що робить іх популярними для використання у 

комерційних вакцинах. При виконанні даної роботи використовували N-Z-

Amine® A, Sigma-aldrich,  Steinheim,  Germany. 

Рис. 2.4. Пептон. 

N-Z-Amine® A, 

Sigma-aldrich 
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 Диметилсульфодиоксид (ДМСО). 

Характеристики ДМСО: прозора безбарвна рідина, 

температура плавлення 18,5-19,5°С, температура 

кипіння 189-193°С, густина 1,1 г/см3, полярний 

апротонний розчинник, легко проникає крізь біологічні 

мембрани, високо розчинний у воді та багатьох інших 

органічних і неорганічних розчинниках. При 

змішуванні з іншими рідинами знижує іхню точку 

замерзання і запобігає утворенню кристалів льоду, тому 

широко використовується як кріопротектор. При 

виконанні даної роботи використовували Dimethyl sulfoxide, BioUltra, for 

molecular biology, sterile-filtered, ≥99.5% (GC), Sigma-aldrich,  Steinheim,  Germany. 

2.3. Підготовка розчинників для живих ліофілізованих вакцин 

Ліофілізовані вакцини це сухий вірусовмісний препарат, що потребує 

відновлення перед застосуванням. Підбір розчинника для ліофілізованої вакцини 

є надзвичайно важливим, адже від цього залежить рівень відновлення структури 

та функціональності вірусу після процесу ліофілізації.  

Під час підготовки розчинників для ліофілізованих вакцин важливо 

забезпечити стерильність, стабільність, відповідну іонну силу та кислотно-

лужний баланс. Ці параметри є ключовими для збереження властивостей 

вакцини після відновлення. Деякі віруси після відновлення особливо чутливі до 

осмотичного чи термічного стресу, у цьому випадку до розчинників можуть 

додавати стабілізатори, такі як цукри (трегалоза, сахароза) або білкові 

стабілізатори (наприклад, альбумін). Ці речовини покращують стабільність 

вірусних часток, підтримуючи їхню структуру та ефективність. 

Вибір розчиннику залежить від чутливості вірусу до зміни кислотності 

середовища та осмотичного тиску. Усі розчинники обов’язково стерилізуються 

Рис. 2.4. ДМСО. 

Dimethylsulfoxide, 

BioUltra, Sigma-aldrich 
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для уникнення контамінації та забезпечення належної якості вакцини для 

подальшого використання.  

Визначення осмотичної сили розчиннику є важливим етапом підготовки, 

адже розчинення ліофілізату створює осмотичний стрес, що призводить до 

пошкодження та руйнування білкових оболонок вірусу і зниження вірусної 

активності та імуногенності. Також надзвичайно важливою при підборі є 

здатність розчинника стабілізувати значення рН. Стабільна кислотність також 

сприяє збереженню структури білків, що зменшую ризик денатурації та агрегації. 

У даній роботі використовували такі розчинники: стерильна дистильована 

вода, фізіологічний розчин, фосфатно-сольовий буфер. 

Стерильна дистильована вода. Підходить для вакцин, стійких до 

осмотичних та рН змін. Завдяки відсутності іонів знижує ризик контамінації, але 

може викликати осмотичний стрес через відсутність солей. 

Фізіологічний розчин. Забезпечує осмотичний тиск, наближений до умов 

клітин, тому підходить для більшості ліофілізованих вакцин.  

Буферні розчини. Фосфатно-сольові розчини стабілізують рН, та 

зменшують ризик осмотичного стресу. 

2.4. Методика дослідження активності вірусу та імуногенності 

Реакція гемаглютинації. 

При проведенні даного дослідження була використана реація 

гемаглютинації, в основі якої здатність вірусів адсорбуватися на еритроцитах та 

«склеювати» їх. Ця властивість пов’язана з білком гемаглютиніном, що міститься 

у суперкапсидній оболонці вірусів.  

Є два види реакції гемаглютинації, якісна – використовується для 

визначення наявності певного вірусу в досліджуваному матеріалі, та кількісна – 

визначення титру вірусу в матеріалі. 
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Компоненти реакції: 

– досліджуваний вірусовмісний матеріал; 

– 1% суспензія еритроцитів, до яких вірус виявляє 

гемаглютинуючи властивості (для вірусу хвороби Ньюкасла 

використовують кров півнів з антикоагулянтом). 

Суспензію еритроцитів отримували за наступною схемою:  

– еритроцити відмили стерильним фосфатно-сольовим буферним 

розчином; 

– центрифугували (супернатант має бути прозорим);  

– супернатант зливали; 

– з осаду готували 1% суспензію еритроцитів у стерильному фосфатно-

сольовому буферному розчині. 

Якісна реакція гемаглютинації. На предметне скельце наносили краплю 

досліджуваного вірусовмісного матеріалу та краплю суспензії еритроцитів. За 

наявності гемаглютинуючого вірусу з’являється осад у вигляді червоних 

пластівців в результаті склеювання еритроцитів. Метод дозволяє лише визначити 

наявність чи відсутність вірусу в матеріалі, а не його кількість. 

Кількісна реакція гемаглютинації. Реакція проводиться на 96-луночних 

мікропланшетах. В ряді лунок готували ряд послідовних двократних розведень:  

– в кожну лунку вносили 0,05 мл фосфатно-сольового буферного 

розчину; 

– в першу лунку вносили 0,05 мл вірусовмісного матеріалу; 

– після трьократного перемішування, 0,05 мл отриманого розчину у 

першій лунці, переносили в другу; 

– аналогічно продовжують до останньої лунки у ряду.   

Таким чином, отримали ряд розведень 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 і так далі. 

В контрольній лунці змішували рівні об’єми фосфатно-сольового буферного  
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розчину та еритроцитів, а в інші додавали по 0,05 мл суспензії еритроцитів.  

Мікропланшет струшують та залишають на 30 хвилин. 

Облік реакції гемаглютинації. При позитивній реакції на дні лунки 

утворюється осад у вигляді парасольки. При негативній реакції та в контролі на 

дні лунки утворюється осад у вигляді червоного гудзика (еритроцити не 

склеюються). Облік реакції вели за чотирма варіантами: 100% гемаглютинація, 

50% гемаглютинація, 25% гемаглютинація та 0% - реакція негативна. 

Рис.  2.6. Результати кількісної реакції гемаглютинації за 30 хвилин 

після змішування з суспензією еритроцитів 

Рис.  2.5. Додавання суспензії еритроцитів до розведень вірусного 

матеріалу у лунках мікропланшета 
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Найбільше розведення вірусовмісного матеріалу, що викликає 

гемаглютинацію не менше ніж на 50% називається гемаглютинуючим титром 

вірусу та відповідає одній гемалютинуючий одиниці (ГАО). Наприклад, якщо 1 

ГАО це 1:256, то розведення 1:4 відповідає 64 ГАО [35]. 

Реакція затримки гемаглютинації. 

Використовували реакцію затримки гемаглютинації, основою якої є 

взаємодія антитіл з антигенами. В ході реакції антитіла (антигемаглютиніни) 

блокують гемаглютинін вірусу, в результаті він втрачає можливість склеювати 

еритроцити. Реакцію використовують для дослідження сироватки крові на 

наявність антитіл до антигену. 

Компонентами реакції були: 

– стандартний вірус (еталонний зразок); 

– досліджувана сироватка; 

– 1% суспензія еритроцитів (аналогічна як для реакції гемаглютинації). 

Реакцію гальмування гемаглютинації проводили у два етапи:  

– визначення або перевірка гемаглютинуючого титру вірусу за 

допомогою реакції гемаглютинації для розрахунку робочої дози; 

– визначення титру антитіл у пробах сироватки крові.  

Після перевірки титру стандартного вірусу за допомогою РГА готували 

робоче розведення вірусу зі значенням 4 ГАО, виходячи з титру. Для цього 

розводили вихідний вірус фосфатно-сольовим буферним розчином у таку 

кількість разів, яку отримали при діленні значення титру на 4. Наприклад: при 

значенні титру вихідного вірусу 512, необхідно розвести його фосфатно-

сольовим буферним розчином у відношенні 1 мл вихідного вірусу та 127 м 

буферного розчину.  

Після приготування розведення проводили контроль 4 ГАО:  
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– в 4 лунки вносили по 0,05 мл фосфатно-сольового буферного 

розчину; 

– в першу лунку вносили 0,05 мл робочого розведення вірусу; 

– титрували.  

За результатами титрування в першій та другій лунках має бути 100% 

аглютинація (також можлива аглютинація 50% для другої лунки), у третій лунці 

– 25%, і відсутність аглютинації у четвертій лунці.  

Постановка реакції затримки гемаглютинації. Реакція проводилась на 96-

луночних мікропланшетах. В ряді лунок готували ряд послідовних двократних 

розведень:  

– в кожну лунку вносили 0,05 мл фосфатно-сольового буферного 

розчину; 

– в першу лунку вносили 0,05 мл дослідної сироватки; 

– після трьократного перемішування, 0,05 мл розчину, отриманого у 

першій лунці, перенесли в другу; 

– аналогічно продовжували до останньої лунки у ряду.  

Таким чином, отримали ряд розведень 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 і тд. В 

усі лунки внесли робоче розведення вірусу об’ємом 0,05 мл, обережно 

струшували мікропланшет після внесення розведення вірусу .  

За 25 хвилин, після змішування вірусу та сироватки, у кожну лунку вносили 

0,1 мл (подвійний об’єм відносно фосфатно-сольового буферного розчину) 1% 

суспензії еритроцитів, після чого залишили мікропланшет на рівній поверхні ще 

на 30-40 хвилин.  

Також готували дві контрольні лунки:  

– для контролю сироватки на ізоаглютинацію (0,05 мл фосфатно-

буферного розчину, 0,05 мл сироватки та 0,1 мл суспензії 

еритроцитів); 
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– для контролю еритроцитів на спонтанну аглютинацію (0,05 мл 

фосфатно-буферного розчину та 0,05 мл суспензії еритроцитів).  

В обох контролях аглютинація має бути відсутня. 

Облік реакції затримки гемаглютинації. При наявності у сироватці антитіл 

спостерігається затримка гемаглютинації – утворюється осад у вигляді гудзика. 

Титром сироватки вважається найбільше розведення, за якого реакція 

гемаглютинації 4 ГАО вірусу відсутня.  

За отриманими результатами визначали ефективність імунізації шляхом 

ділення сумарної кількості проб з титром антитіл 1:16 (для інактивованих вакцин) 

на загальну кількість досліджуваних сироваток та виражають у відсотках [34]. 

Статистичну обробку даних проводили за допомогою програми Microsoft 

Excel. 
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ 

РОБОТИ 

3.1. Вплив речовини-стабілізатору на збереження гемаглютинуючих 

властивостей вірусу в ліофілізованих живих вакцинах 

Під час дослідження порівнювали збереження гемаглютинуючої 

активності вірусовмісного матеріалу двох штамів вірусу хвороби Ньюкасла: 

Hitchner B1 та LaSota, з вихідним титром 9,2 lg2 або 588 ГАО при використанні у 

якості стабілізаторів таких речовин як: манітол, диметилсульфодиоксид (ДМСО) 

та пептон, один зі зразків також був висушений без стабілізатору. Стабілізатор та 

антиген (вірусовмісний матеріал) змішували у пропорції 40:60, у якості 

розчинника використовували фосфатно-сольовий буферний розчин. 

Вимірювали вірусну активність матеріалу після додавання стабілізатору до 

ліофільної сушки, одразу після ліофілізації, а також при різних температурах 

зберігання: 2 – 8 °С, 10 – 12 °С, 16 – 18 °С, 20 – 25 °С протягом 12 місяців.   

Одразу після висушування титр препарату складав 512 ГАО для усіх 

стабілізаторів, вірусна активність зразка без стабілізатору склала 274 ГАО. 

Вимірювання проводили через два тижні після ліофілізації, через місяць і 

далі кожні 3 місяці протягом наступних 12 місяців. Для манітолу та пептону 

титри лишались незмінними, тоді як для диметилсульфодиоксиду після 6 місяців 

зберігання почали падати і складали 478 та 446 ГАО на 9 та 12 місяць зберігання 

відповідно, для препаратів обох штамів. 

У якості контролю використовували стандартний вірус, що зберігали за 

температури –80°С. 

Активність вірусу визначали за допомогою реакції гемаглютинації (РГА) 

за стандартною методикою. Використовуючи 96-луночні мікропланшети, 

готували двократні розведення дослідних зразків у фосфатно-сольовому буфері 

від 1:2 до 1:4096. В кожну лунку вносили 1% суспензію еритроцитів півня, після 
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чого мікропланшети витримували протягом 30 хвилин за кімнатної температури 

та проводили облік реакції титру активності вірусу в гемаглютинуючих 

одиницях. 

Таблиця 3.1 

Гемаглютинуючі властивості вакцинного вірусу хвороби Ньюкасла при 

температурах 14 – 18 °С протягом 12 місяців 

Зразок 
Експозиція  

2 тиж. 1 міс. 3 міс. 6 міс. 9 міс.  12 міс. 

Hitchner B1 + манітол 512 478 478 446 416 388 

LaSota + манітол 512 512 478 446 416 388 

Hitchner B1 + пептон 512 512 446 416 416 338 

LaSota + пептон 512 512 478 446 416 338 

Hitchner B1 + ДМСО 512 478 416 362 194 168 

LaSota + ДМСО 512 478 446 362 194 168 

За температурного режиму 14 – 18 °С отримали такі результати: 

У зразках, де у якості стабілізатору був використаний 

диметилсульфодиоксид на шостий місяць зберігання спостерігали різке падіння 

гемаглютинуючої активності до 362 ГАО (8,5 lg2). Протягом подальших 6 місяців 

досліду вірусна активність даних зразків продовжила стрімко знижуватися і в 

кінці досліду склала 7,4 lg2. 

Пептон у якості стабілізатору зберігав вірусну активність матеріалу 

стабільною (на вихідному рівні) протягом першого місяця. Починаючи з третього 

місяця по дев’ятий спостерігався помірний спад титру вірусного матеріалу (для 

матеріалу штаму Hitchner B1 зміни відбувались трохи швидше, проте на 9 місяць 

досліду отримали однакові результати 416 ГАО), але з 9 по 12 місяць зберігання 

спостерігався різкий спад до 338 ГАО (8,4 lg2).  
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При використанні у якості стабілізатору манітолу гемаглютинуюча 

активність вірусу почала знижуватись для штаму Hitchner B1 в перший місяць, 

для штаму LaSota з першого по третій місяці. За 12 місяців при використанні 

стабілізатору манітол для вірусного матеріалу обох штамів гемаглютинуюча 

активність складала 388 ГАО, що дорівнює 8,6 lg2. 

Таблиця 3.2 

Гемаглютинуючі властивості вакцинного вірусу хвороби Ньюкасла при 

температурах 20 – 25 °С протягом 12 місяців 

Зразок 
Експозиція  

2 тиж. 1 міс. 3 міс. 6 міс. 9 міс.  12 міс. 

Hitchner B1 + манітол 478 478 446 416 362 338 

LaSota + манітол 478 478 478 446 416 416 

Hitchner B1 + пептон 478 478 446 388 256 128 

LaSota + пептон 478 478 446 416 256 128 

Hitchner B1 + ДМСО 478 446 362 256 168 90 

LaSota + ДМСО 478 446 362 256 168 90 

При температурному режимі зберігання 20 – 25 °С протягом 12 місяців 

отримали такі результати: 

У зразках, де у якості стабілізатору був використаний 

диметилсульфодиоксид на третій місяць зберігання спостерігали різке падіння 

гемаглютинуючої активності до 362 ГАО (8,5 lg2). Протягом подальших 9 місяців 

досліду вірусна активність даних зразків продовжила стрімко знижуватися і в 

кінці досліду склала 6,5 lg2. 

Пептон у якості стабілізатору хоча і не забезпечив збереження вірусної 

активності зразків у повному обсязі, проте до шостого місяця досліду 

спостерігався помірний спад титру вірусного матеріалу. Для матеріалу штаму 

Hitchner B1 зміни відбувались трохи швидше, проте після доволі різкого падіння 
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титрів на 9 місяць досліду отримали однакові результати 256 ГАО, з 9 по 12 

місяць зберігання спостерігався також різкий спад до 128 ГАО (7,0 lg2).  

При використанні у якості стабілізатору манітолу гемаглютинуюча 

активність вірусу знизилась, як і у інших зразках, протягом перших двох тижнів. 

Проте трималась на цьому рівні для штаму Hitchner B1 в перший місяць, для 

штаму LaSota з першого по третій місяці. Загалом, за 12 місяців при використанні 

стабілізатору манітол для вірусного матеріалу обох штамів гемаглютинуюча 

активність складала 388 ГАО, що дорівнює 8,6 lg2. 

Згідно до отриманих результатів зробили такі висновки: при використанні 

манітолу у якості стабілізатору зберігається найвищий рівень інфекційної 

активності протягом 12 місяців при умові зберігання за температури 14 – 18 °С 

та 20 – 25 °С. Втрата гемаглютинуючої активності при використанні ДМСО як 

стабілізатору відбувається за будь-якого температурного режиму найшвидше, 

порівняно з іншими стабілізаторами у даному досліді, особливо після 6 місяців 

зберігання,  це призводить до висновку, що, хоча диметилсульфодиоксид і є 

ефективним кріопротектором, для тривалого зберігання живих ліофілізованих 

вакцин не підходить. Пептон зберігає вірусну активність препарату на кращому 

рівні при обох температурних режимах ніж димтилсульфодіоксид, проте все одно 

поступається манітолу, до того ж, після 6 – 9 місяця зберігання можна 

спостерігати доволі різкий спад гемаглютинуючої активності, що може бути 

пов’язано з природою походження пептону. 

3.2. Вплив розчинника на відновлення живих ліофілізованих 

вакцин 

В даному досліді порівнювали вплив розчинників на відновлення 

ліофілізованого вірусовмісного матеріалу. Використовували ліофілізований 

вірусовмісний матеріал двох штамів вірусу хвороби Ньюкасла: Hitchner B1 та 

LaSota, з вихідним титром до ліофілізації 9,2 lg2 або 588 ГАО, стабілізатори – 
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манітол, диметилсульфодіоксид та пептон. Порівнювали такі речовини у якості 

розчинників: дистильована вода, фосфатно-сольовий буферний розчин та 

фізіологічний розчин (0,9%), всі розчинники були стерилізовані методом 

автоклавування при температурі 121 °С протягом 30 хвилин. 

Активність вірусу визначали за допомогою реакції гемаглютинації (РГА) 

за стандартною методикою. Використовували 96-луночні мікропланшети, 

готували двократні розведення дослідних зразків у фосфатно-сольовому буфері 

від 1:2 до 1:4096. В кожну лунку вносили 1% суспензію еритроцитів півня, після 

чого мікропланшети витримували протягом 30 хвилин та проводили облік реакції 

титру активності вірусу в гемаглютинуючих одиницях. 

Отримані результати представлені в таблиці 3.3. 

Таблиця 3.3. 

Вплив розчинника на відновлення вірусного матеріалу після ліофілізації 

Зразок 
Розчинник  

Дист. вода Ф-С буф. розчин Фізіол. розчин 

Hitchner B1 + манітол 388 512 478 

LaSota + манітол 388 512 478 

Hitchner B1 + пептон 512 512 512 

LaSota + пептон 512 512 512 

Hitchner B1 + ДМСО 362 512 416 

LaSota + ДМСО 362 512 416 

Для обох штамів спостерігали однакові результати. Окрім вибору 

розчинника на відновлення також впливав обраний стабілізатор.  

При використанні дистильованої води були отримані різноманітні 

результати залежно від вибору стабілізатору. Для зразків з манітолом вірусна 

активність складала після відновлення 388 ГАО, для зразків з 

диметилсульфодиоксидом у якості розчинника – 362 ГАО.  
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Для зраків з пептоном незалежно від розчинника вірусна активність 

складала 512 ГАО. Це пояснюється складом пептону (амінокислоти та пептиди), 

що дозволяє підтримати осмотичний баланс та підтримати активність вірусних 

часток, отже забезпечує краще відновлення, незважаючи на використаний 

розчинник.  

Кращий результат був отриманий при використанні фосфатно-сольового 

розчину, незалежно від стабілізатору титр складав 512 ГАО.  

При використанні у якості розчинника фізіологічного розчину титри 

зразків після відновлення були вищими ніж для дистильованої води, але не 

такими високими як при використанні фосфатно-сольового буферного розчину, 

для зразків з стабілізатором манітолом і ДМСО склали 478 і 416 ГАО відповідно. 

3.3. Вплив співвідношення стабілізатора та вірусовмісного 

матеріалу в ліофілізованих живих вакцинах на властивості 

препарату 

Під час даного досліду порівнювали вплив співвідношення стабілізатору до 

кількості вірусовмісного матеріалу на збереження гемаглютинуючих 

властивостей після ліофілізації та імунну відповідь, викликану вакциною у 

цільових тварин. Порівнювали такі співвідношення вірусовмісного матеріалу та 

стабілізаторів: 50:50, 60:40 та 70:30. 

Активність вірусу визначали за допомогою реакції гемаглютинації (РГА) 

за стандартною методикою. Використовували 96-луночні мікропланшети, 

готували двократні розведення дослідних зразків у фосфатно-сольовому буфері 

від 1:2 до 1:4096. В кожну лунку вносили 1% суспензію еритроцитів півня, після 

чого мікропланшети витримували протягом 30 хвилин та проводили облік реакції 

титру активності вірусу в гемаглютинуючих одиницях. 

Отримані результати порівняння збереження гемаглютинуючих 

властивостей представлені в таблиці 3.4. 
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Таблиця 3.3. 

Вплив співвідношення стабілізатору до кількості вірусовмісного 

матеріалу на збереження гемаглютинуючих властивостей після ліофілізації 

Зразок 
Співвідношення 

50:50 60:40 70:30 

Hitchner B1 + манітол 478 512 478 

LaSota + манітол 478 512 478 

Hitchner B1 + пептон 478 512 512 

LaSota + пептон 478 512 512 

Hitchner B1 + ДМСО 512 512 416 

LaSota + ДМСО 512 512 416 

Для обох штамів спостерігали однакові результати.  

Незалежно від обраного стабілізатору, при співвідношенні 60:40 вірусна 

активність препарату склала 512 ГАО.  

При використанні у якості стабілізатору манітолу вірусна активність 

складала 478 ГАО як для більшої концентрації стабілізатору, що пояснюється 

високим рівнем розбавлення вірусного матеріалу, так і для меншої кількості 

стабілізатору, адже забезпечується менш високий рівень захисту, відповідно 

руйнується більша кількість вірусних часток.  

Для зразків з пептоном у якості стабілізатору гемаглютинуюча активність 

також складає 478 ГАО при співвідношенні 50:50, проте, через властивості 

пептону до підтримки стабільної активності та його склад, при вищих 

концентрація стабілізатору (70:30) вірусна активність також складає 512 ГАО.  

У випадку використання диметилсульфодиоксиду спостерігали зворотню 

ситуацію, він забезпечує високий рівень захисту навіть при менших 

концентраціях, проте при меншій кількості вірусного матеріалу вірусна 

активність препарату складає 416 ГАО. 
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Зразки вакцини вводили курчатам з дослідних груп підшкірно. У дослідних 

тварин відбирали зразки крові для проведення серологічних досліджень. Відбір 

крові здійснювали до введення зразків  вакцини, через 7 та 14 днів після 

вакцинації.  

Дослідження сироваток крові на наявність антитіл проти вірусу 

Ньюкасльскої хвороби проводили за допомогою реакції затримки 

гемаглютинації. 

Результати досліду представлені в таблицях 3.4 – 3.6. 

Таблиця 3.4 

Кількість антитіл проти вірусу хвороби Ньюкасла, в сироватці крові дослідних 

тварин, при співвідношенні вірусного матеріалу і стабілізатору 50:50, lоg2 

Зразок 
Середній титр антитіл, lоg2 

До вакцинації Через 7 діб Через 14 діб 

Контроль 1,7 ± 0,3 1,7 ± 0,2 1,8 ± 0,1 

Hitchner B1 + манітол 1,8 ± 0,2 7,6 ± 0,3 8,5 ± 0,2 

LaSota + манітол 1,9 ± 0,3 7,6 ± 0,1 8,6 ± 0,3 

Hitchner B1 + пептон 1,9 ± 0,3 7,5 ± 0,2 8,4 ± 0,1 

LaSota + пептон 1,8 ± 0,3 7,5 ± 0,1 8,3 ± 0,2 

Hitchner B1 + ДМСО 2,0 ± 0,2 7,4 ± 0,2 8,3 ± 0,1 

LaSota + ДМСО 1,9 ± 0,2 7,5 ± 0,1 8,4 ± 0,2 

Початкові рівні антитіл у всіх групах, включаючи контрольну, є дуже 

близькими — в діапазоні від 1,7 до 2,0 log2. Отже, початкова імунна активність у 

Рис.  3.1. Схематичне 

зображення результатів 

реакції затримки 

гемаглютинації 
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зразків до введення вакцини схожа, що дозволяє порівнювати імунну відповідь 

після вакцинації. Через тиждень у вакцинованих групах, спостерігається значний 

приріст рівня антитіл (в межах 7,4–7,6 log2). Найвищий приріст показали вакцини 

з манітолом (7,6 log2 для обох штамів), тоді як ДМСО дає трохи нижчий результат 

(7,4 для Hitchner B1 і 7,5 для LaSota). Через два тижні після вакцинації рівень 

антитіл зріс у всіх вакцинованих групах. Групи з вакциною з манітолом показали 

найвищий рівень антитіл (8,5–8,6 log2), що свідчить про найсильнішу імунну 

відповідь. Групи з пептоном і ДМСО також мають високий рівень антитіл (8,3–

8,4 log2), але трохи нижчий порівняно з манітолом. 

Рівень антитіл контрольної групи практично не змінився, що дозволяє 

виключити спонтанне неіндуковане вакциною утворення антитіл. 

Таблиця 3.5 

Кількість антитіл проти вірусу хвороби Ньюкасла, в сироватці крові дослідних 

тварин, при співвідношенні вірусного матеріалу і стабілізатору 60:40 , lоg2 

Зразок 
Середній титр антитіл, lоg2 

До вакцинації Через 7 діб Через 14 діб 

Контроль 2,0 ± 0,3 2,0 ± 0,2 2,0 ± 0,1 

Hitchner B1 + манітол 1,8 ± 0,3 7,9 ± 0,3 8,9 ± 0,2 

LaSota + манітол 2,0 ± 0,2 7,9 ± 0,1 8,9 ± 0,2 

Hitchner B1 + пептон 1,7 ± 0,3 7,8 ± 0,2 8,8 ± 0,3 

LaSota + пептон 1,8 ± 0,2 7,8 ± 0,2 8,8 ± 0,3 

Hitchner B1 + ДМСО 1,9 ± 0,3 7,8 ± 0,3 8,6 ± 0,2 

LaSota + ДМСО 1,7 ± 0,2 7,9 ± 0,2 8,6 ± 0,3 

Початкові рівні антитіл у всіх групах, включаючи контрольну, є дуже 

близькими — в діапазоні від 1,7 до 2,0 log2. Отже, початкова імунна активність у 

зразків до введення вакцини схожа, що дозволяє порівнювати імунну відповідь 

після вакцинації.  
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Через тиждень у всіх вакцинованих групах з’являється значний приріст 

антитіл (до 7,8–7,9 log2), тоді як контрольна група залишається на тому ж рівні. 

Це показує суттєву імунну відповідь через 7 діб після вакцинації. Через 14 діб 

рівень антитіл у всіх вакцинованих групах досягнув найвищого значення. Зразки 

з манітолом дали найвищі титри (8,9 log2), що показує найсильніший імунний 

відгук. Пептон демонструє схожий результат (8,8 log2), але трохи нижчий, а 

ДМСО має дещо нижчі показники (8,6 log2). Рівень антитіл контрольної групи 

незмінний. 

Таблиця 3.6 

Кількість антитіл проти вірусу хвороби Ньюкасла, в сироватці крові дослідних 

тварин, при співвідношенні вірусного матеріалу і стабілізатору 70:30 , lоg2 

Зразок 
Середній титр антитіл, lоg2 

До вакцинації Через 7 діб Через 14 діб 

Контроль 1,9 ± 0,2 1,9 ± 0,2 1,9 ± 0,1 

Hitchner B1 + манітол 1,8 ± 0,2 7,5 ± 0,3 8,6 ± 0,2 

LaSota + манітол 2,0 ± 0,3 7,6 ± 0,1 8,5 ± 0,3 

Hitchner B1 + пептон 1,7 ± 0,2 7,7 ± 0,2 8,7 ± 0,3 

LaSota + пептон 1,8 ± 0,3 7,6 ± 0,2 8,7 ± 0,2 

Hitchner B1 + ДМСО 1,9 ± 0,3 7,8 ± 0,3 8,6 ± 0,3 

LaSota + ДМСО 1,7 ± 0,3 7,9 ± 0,2 8,5 ± 0,3 

Початкові рівні антитіл у всіх групах, включаючи контрольну, є дуже 

близькими — в діапазоні від 1,7 до 2,0 log2. 

Через 7 діб усі вакциновані зразки демонструють зростання рівня антитіл 

(від 7,5 до 7,9 log₂), тоді як контрольна група не показує змін. Через 14 діб у 

групах з пептоном спостерігається найвищий рівень антитіл (8,7 log2), що 

свідчить про його високу ефективність у порівнянні з манітолом та ДМСО, які 
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показують рівень антитіл 8,6 log2 для Hitchner B1 і 8,5 log2 для LaSota. Рівень 

антитіл контрольної групи не змінився. 

Відповідно до отриманих результатів, отримали найвищу імунну відповідь 

(8,9 ± 0,2 lоg2) при використанні зразку, де у якості стабілізатору використаний 

манітол, співвідношення вірусного матеріалу та стабілізатору 60:40.  
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ВИСНОВКИ 

1. Оптимізовано технологію виготовлення вакцин: підвищено рівень збереження 

активності вірусного матеріалу, його відновлення та імунну відповідь цільових 

тварин.  

2. Досліджено збереження гемаглютинуючої активності вірусовмісного 

матеріалу хвороби Ньюкасла при використанні у якості стабілізаторів таких 

речовин як: манітол, диметилсульфодиоксид (ДМСО) та пептон при різних 

температурах зберігання: 2 – 8 °С, 10 – 12 °С, 16 – 18 °С, 20 – 25 °С протягом 

12 місяців.   

3. При використанні манітолу як стабілізатора зберігається найвищий рівень 

інфекційної активності, порівняно з іншими стабілізаторами у даному 

дослідженнями, протягом 12 місяців при зберіганні за температури 14–18 °С та 

20–25 °С.  

4. Порівняно вплив розчинників на відновлення вірусного матеріалу після 

ліофілізації. Визначено, що незалежно від стабілізатору найкраще відновлення 

забезпечує фосфатно-сольовий буферний розчин, титр після відновлення 

складав 512 ГАО. Також, виявлено, що при використанні стабілізатору пептон, 

якість відновлення вірусного матеріалу зберігалась на високому рівні 

незалежно від розчинника, та складала 512 ГАО. 

5.  Досліджено вплив співвідношення стабілізатору до кількості вірусовмісного 

матеріалу (співвідношення 30:70, 40:60 та 50:50) на збереження 

гемаглютинуючих властивостей після ліофілізації та імунну відповідь, 

викликану вакциною (отримані результати в діапазоні 8,3-8,9 log2). 

6. Манітол у якості стабілізатору при співвідношенні до вірусного матеріалу 

40:60 та при використанні у якості розчинника фосфатно-сольового буферу, 

забезпечують найкраще збереження активності вірусного матеріалу, його 

відновлення та імунну відповідь цільових тварин.   
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