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Реферат:
1. Африканська чума свиней (АЧС) ― це транскордонне емерджентне вірусне контагіозне захворювання
домашніх та диких свиней, гостра форма якого спричиняє загибель інфікованих тварин на рівні 100 %.
Захворювання поширене в країнах Африки, Європи, Азії та Океанії. Наразі засобів лікування та
зареєстрованих в Україні вакцин проти АЧС немає, тому ключовою ланкою боротьби із захворюванням є його
швидка та ефективна діагностика. Також відомо, що у країнах, де вірус добре вкорінився, спостерігається
його циркуляція в популяціях диких свиней, у тому числі це стосується слабковірулентних штамів збудника,
що не спричиняють загибелі інфікованих тварин і після захворювання роблять їх пожиттєвими
вірусоносіями. З огляду на вищесказане, розробка вітчизняних методів діагностики є важливим завданням, а
проведення скринінгових досліджень необхідне для встановлення ситуації щодо АЧС у популяції диких



свиней на території України. У дисертаційній роботі на підставі проведених молекулярно-генетичних,
молекулярно-біотехнологічних, серологічних, біоінформатичних та статистичних досліджень вдосконалено
систему її лабораторної діагностики за рахунок розробки та впровадження методик виявлення ДНК збудника
на основі полімеразної ланцюгової реакції, петльової ізотермічної ампліфікації та антитіл до нього на основі
імуноферментного аналізу. За використання експресуючої системи E. coli було отримано 6 рекомбінантних
протеїнів вірусу АЧС (р10, р32, р54, р54ΔТМ, лігаза, лігазаΔДЗД) та оптимізовано протоколи їх
хроматографічного очищення. Для білків р54 та р32 показано можливість їх використання для детекції
антитіл до збудника АЧС у сироватках крові свиней за допомогою ІФА та вестерн-блоту. Очищений за
протоколом солюбілізації за допомогою детергентів рекомбінантний вірусний білок р32 є придатним для
застосування його як антигена для проведення непрямого ІФА з метою детекції антитіл до вірусу АЧС. Його
оптимальна концентрація складає 5 мкг/мл, розведення досліджуваної сироватки — 1:100 та вторинних
антитіл — 1:10000. Внутрішньосистемний та міжсистемний коефіцієнти варіативності отриманих за
допомогою розробленої методики результатів становлять 3,18 % та 7,59 % для позитивної та 1,56 % і 7,30 %
для негативної сироваток відповідно. Розроблена тест-система для детекції генетичного матеріалу вірусу
АЧС методом ПЛР у режимі реального часу «Sui–DNA–test–ASF virus» здійснює ампліфікацію фрагмента гена
b646l збудника АЧС, забезпечує отримання специфічних, точних і відтворюваних результатів і виявляє 10
копій цільового гена в 1 мкл, що відповідає 20 копіям на реакцію. Сконструйований на основі проведених
біоінформатичних досліджень позитивний контрольний зразок на основі плазмідного вектору
pTZ57R/T_ASF зі вставкою гена b646l розміром 1763 п. н. кодує послідовності, які є цільовими для методів
детекції ДНК вірусу АЧС, рекомендованих для використання ВООЗТ (класичної ПЛР та ПЛР у реальному
часі). Розроблена методика детекції фрагмента гена c962r вірусу АЧС за допомогою петльової ізотермічної
ампліфікації дозволяє проводити ефективне виявлення вірусу АЧС протягом 40 хв з лімітом детекції 10 копій
цільового гена в 1 мкл досліджуваного зразка. Її специфічність за дослідження гетерологічних і референтних
зразків ДНК вірусу АЧС становить 100 %, а внутрішньосистемний коефіцієнт варіативності результатів — 1,81
%, що відповідає вимогам до діагностичних тестів. Завдяки легкості проведення, метод може
використовуватися в лабораторіях з обмеженими ресурсами і в польових умовах. Вдосконалений нами
спосіб відбору ротової рідини диких свиней на канат з приманкою дозволяє використовувати його у
польових умовах. Розроблений спосіб детекції гена nd5 Sus scrofa за допомогою петльової ізотермічної
ампліфікації дозволив підтвердити приналежність диким свиням 56 зі 101 зразка, зібраного у 2020–2021 рр. на
території Харківської області, з яких 15 зразків (26,7 %) містили генетичний матеріал збудника АЧС, що
свідчить про вкорінення вірусу у популяції диких свиней у цьому регіоні.

2. African swine fever (ASF) is a transboundary emergent viral contagious disease of domestic pigs and wild boars.
An acute form of the disease causes up to 100 % mortality rate. ASF is spread in African, European, Asian, and
Pacific countries. Since there are neither registered and widely used vaccine nor treatment, diagnostics remains
one of the crucial issues for the disease control. It is also known that the virus circulates in wild boar populations
in the countries where the virus is well-established. It includes low virulent strains that do not cause death of
infected animals but make them lifelong virus carriers. Considering these facts, the development of domestic
diagnostic tools is an important task, whereas a screening study is essential for clarification of the ASF situation
among wild boars in Ukraine In the thesis, based on the molecular, biotechnological, genetic, serological,
bioinformatics and statistical studies, the system of ASF laboratory diagnosis was improved by developing and
implementing methods for detecting the pathogen DNA based on polymerase chain reaction, loop isothermal
amplification and antibodies to it based on enzyme-linked immunosorbent assay. Using the E. coli expression
system, 6 recombinant proteins of the ASF virus (ASFV) (p10, p32, p54, p54ΔTM, ligase, ligaseΔDBD) were obtained
and their chromatographic purification protocols were optimized. The possibility of using p54 and p32 proteins for
the detection of antibodies to the ASFV in swine sera using ELISA and Western blot was proved. The recombinant
protein p32 purified by the solubilization protocol using detergents is applicable as an antigen for indirect ELISA
for the detection of antibodies to ASFV. Its optimal concentration is 5 μg/ml, dilution of the test serum is 1:100 and
secondary antibodies is 1:10000. The intra-assay and inter-assay coefficients of variability of the results obtained



using the developed assay are 3.18% and 7.59% for positive and 1.56% and 7.30% for negative sera, respectively. The
developed kit for detection of ASF virus genetic material by qPCR, ‘Sui-DNA-test-ASF virus’, amplifies the b646l
gene fragment of the ASFV, provides specific, accurate and reproducible results and detects 10 copies of the target
gene in 1 µl, which corresponds to 20 copies per reaction. A positive control sample based on the plasmid vector
pTZ57R/T_ASF with the insertion of the 1763 bp region of b646l gene encodes sequences that are targeted for the
methods of detecting ASF virus DNA recommended by WHO (conventional and qPCR). The developed assay for
detecting the c962r gene fragment of the ASFV using loop-mediated isothermal amplification allows for the
effective detection of the pathogen within 40 minutes with a detection limit of 10 copies of the target gene in 1 μL
of the test sample. Its specificity while testing heterologous and reference samples of ASF virus DNA is 100%, and
the intra-assay coefficient of variation is 1.81%, which meets the requirements for diagnostic tests. Due to its easy
implementation, the assay can be used in laboratories with limited resources and under field conditions. The
improved method of oral fluid sampling from wild boars using a rope in a bait can be applied under field
conditions. The developed method of detecting the nd5 gene of Sus scrofa using loop isothermal amplification
allowed confirming that 56 out of 101 oral fluids samples collected in 2020-2021 in Kharkiv oblast belonged to wild
boars, of which 15 samples (26.7%) contained genetic material of the ASF virus, indicating that the virus is
established in the wild boar population in this region.
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2. Denys Kolybo

Кваліфікація: д. б. н., професор, 03.00.03

Ідентифікатор ORCID ID: 0000-0002-8476-0992

Додаткова інформація:
Повне найменування юридичної особи: Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна Національної академії
наук України



Код за ЄДРПОУ: 05417288

Місцезнаходження: вул. Леонтовича, буд. 9, Київ, 01054, Україна

Форма власності: Державна

Сфера управління: Національна академія наук України

Ідентифікатор ROR:

Рецензенти
Власне Прізвище Ім'я По-батькові:
1. Коваленко Лариса Володимирівна

2. Larysa V. Kovalenko

Кваліфікація: к. б. н., старший науковий співробітник, 03.00.04

Ідентифікатор ORCID ID: 0000-0003-1856-1298

Додаткова інформація:
Повне найменування юридичної особи: Національний науковий центр "Інститут
експериментальної і клінічної ветеринарної медицини"

Код за ЄДРПОУ: 00497087

Місцезнаходження: вул. Пушкінська, буд. 83, Харків, Харківський р-н., 61023, Україна

Форма власності: Державна

Сфера управління: Національна академія аграрних наук України

Ідентифікатор ROR:

Власне Прізвище Ім'я По-батькові:
1. Кольчик Олена Володимирівна

2. Olena Kolchyk

Кваліфікація: к. вет. н., старший науковий співробітник, 16.00.08

Ідентифікатор ORCID ID: 000-0003-0497-2512

Додаткова інформація:
Повне найменування юридичної особи: Національний науковий центр "Інститут
експериментальної і клінічної ветеринарної медицини"

Код за ЄДРПОУ: 00497087

Місцезнаходження: вул. Пушкінська, буд. 83, Харків, Харківський р-н., 61023, Україна

Форма власності: Державна

Сфера управління: Національна академія аграрних наук України

Ідентифікатор ROR:

VIII. Заключні відомості



Власне Прізвище Ім'я По-батькові
голови ради

 
Руденко Євген Володимирович

Власне Прізвище Ім'я По-батькові
головуючого на засіданні

 
Руденко Євген Володимирович

Відповідальний за підготовку
облікових документів

 
Кіт Марина Юріївна 

Реєстратор   УкрІНТЕІ

Керівник відділу УкрІНТЕІ, що є
відповідальним за реєстрацію наукової
діяльності

Юрченко Тетяна Анатоліївна


