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ших полный курс специфической профилактики вертика-
льной трансмиссии, положительные результаты исследо-
вания на наличие ДНК ВИЧ-1 в крови были установлены у 
17 человек (1,28 ± 0,95%). В группе детей, которые полу-
чили неполный курс специфической профилактики этот 
показатель составлял 14,38 ± 4,45%, а в группе детей, 
которые вообще не получали специфической профилак-
тики, показатель частоты передачи ВИЧ от матери к ре-
бенку был высоким и составлял 36,36 ± 10,25%. 

Выводы. Проведенные нами исследования свиде-
тельствуют о том, что низкий уровень инфицирования 
ВИЧ детей, получивших полный курс специфической 
профилактики, подтверждает высокую эффективность 
введенных в Украине профилактических мероприятий 
по предупреждению вертикальной трансмиссии ВИЧ от 
матери к ребенку. В то же время, стоит отметить, что 
согласно полученных нами данных, дети, которые не 

получали специфическую профилактику вертикальной 
трансмиссии ВИЧ или получили неполный курс профи-
лактики, составляют основную группу риска инфициро-
вания ВИЧ от матери во время беременности и родов. 
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ВИРУС ЯМЧАТОСТИ ДРЕВЕСИНЫ ЯБЛОНИ В МОЛДОВЕ 
 

В коллекционном саду яблони Института садоводства, виноградарства и пищевых технологий в Кишеневе (Рес-
публика Молдова) отобран изолят вируса ямчатости древесины и уcпешно перенесен на растения индикатора Nico-
tianaoccidentalis 37В. Приготовлена поликлональная антисыворотка для идентификации вируса в различных тканях 
пораженных деревьев иммунологическими методами ELISA и ISEM. Изучена распространенность этого вируса в на-
саждениях яблони Республики. Методом ОТ-ПЦР отобраны изоляты для последующего проведения сиквенса и фело-
генетического анализа. 

In apples' collection garden of Instetute of Horticulture, Viticulture and food technologies in Kishinev (Republic of Moldova) 
Apple Stem Pitting Virus were isolated and successfully transmitted on the indicator-plants Nicotiana occidentalis 37В. The poly-
clonal antiserum was obtained for identification of the virus in different tissues of affected trees by serological methods ELISA 
and ISEM. The spread of the virus among apple's plantations of Republic were observed. According to the RT-PCR data virus 
isolates for further sequence and phylogenetic analysis were selected. 

 

Ямчатость древесины яблони (ASPV) впервые опи-
сана в 1954 году в США (8), а вирусная природа дока-
зана в 1956 году после передачи возбудителя привив-
кой на здоровые растения древесных индикаторов (5). 
В настоящее время заболевание встречается во всех 
странах, где культивируют яблоню. До недавнего вре-
мени этиология ASPV не была изучена. К вирусным 
заболеваниям его относили на основании вызываемых 
им симптомов и диагностику проводили в полевых опы-
тах на древесных индикаторах. В 1986 году возбуди-
тель ASPV был успешно перенесен на растения инди-
катора Nicotianaoccidentalis 37B (9). В 1990 году японс-
ким исследователям удалось повторить перенос ASPV 
с деревьев яблони с симптомами ямчатости на табак 
N. occidentalis 37B, приготовить антисворотку к нему и 
на основании результатов последующих исследований 
показать, что ВЯДЯ является новым видом вируса с 
удлиненной морфологией частиц (6). 

Согласно последней классификации, ASPV отнесен 
к роду Foveavirus семейства Flexiviridae.  

В Молдове ASPV впервые обнаружен и описан в 
1969 году (2). Установлено, что после вируса хлороти-
ческой пятнистости листьев яблони ASPV наиболее 
часто встречаемый на семечковых культурах (1).  

В 1994 году в Институте плодоводства в Кишиневе 
был выделен изолят ASPV из яблони, перенесен на 
индикатор N.occidentalis 37B и приготовлена антисыво-
ротка с титром 1/2000. Однако приготовленные на ее 
основе диагностикумы выявляли исследуемый вирус 
методом иммуноферментного анализа только в тканях 

лепестков, ограничивая сроки тестирования раститель-
ных образцов.  

Исходя из сказанного нам предстояло:  
 приготовить антисыворотку для ELISA диагнос-

тики исследуемого вируса в течение года; 
 изучить распространенность ASPV в насаждени-

ях яблони Молдовы; 
 методом полимеразной цепной реакции отоб-

рать изоляты ASPV для последующего сиквенирования 
и филогенетического анализа. 

Для получения диагностической антисывортки к ВЯ-
ДЯ нами были протестированы сортообразцы яблони из 
коллекционного сада института садоводства на зара-
женность исследуемым вирусом. Тестирование прово-
дили методом иммуносорбентной электронной микрос-
копии (ISEM) антисывороткой любезно предоставленной 
доктором Янасе (Япония) в период цветения с использо-
ванием тканей лепестков. Отбор изолята проводился по 
результатам количества выявляемых вирусных частиц в 
сканируемых препаратах. По этим параметрам было 
отобрано 5 образцов 1-9-63, 1-15-33, 1-17-13, 1-17-63 и 
3-32-11. Полученные результаты были подтверждены 
повторным тестированием  этих же сортообразцов с 
использованием, кроме лепестков, экстракта коры моло-
дых побегов и отрастающих листьев. Для механического 
переноса ВЯДЯ на индикатор N.occidentalis 37B были 
использованы ткани лепестков. Растения индикатора 
заражали в стадии 3-4 настоящих листьев при темпера-
туре 22-25°С. Экстрагирующие смеси готовили на осно-
ве 3-х буферных смесей (таблица 1). Перед заражением 
листья индикатора опудривали карборундом. 

 

Таблица  1. Влияние буферных растворов на перенос ВЯДЯ на индикатор N/occidentyalis 37B 

Исследуемые изоляты № 
п/п 

Наименование буферных смесей 
1-9-63 1-15-33 1-17-13 1-17-63 3-32-11 

1 0,05М рН 7,5 HEPES - - - - - 
2 0,02M pH 7,8 Tris-HCl - - - - - 

3 
0,05 M pH 7,8 K/Na phospat buffer +0,1% sodium sulfat, +0,1% sodium sulfit, + 
0,1% thioglicerol 

- - - - + 
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Из таблицы видно, что положительный результат 
был получен только в варианте № 3 с использованием 
в качестве источника инфекции лепестки образца 3-32-
11. На 27-29 день после заражения на отрастающих 
листьях некоторых растений, появились симптомы в 

виде просветления жилок 2 и 3 порядка (Рис.1), Ре-
зультаты же переносов с использованием инокулюмов 
остальных образцов оказались отрицательными, в том 
числе изолята 3-32-11 в вариантах 1 и 2.  

 

 

 
 

Рис 1. Просветление жилок на индикаторе N.occidentalis 37B вызываемое ASPV 
 

Листья с симптомами просветления жилок были ис-
пользованы для последующего пассажа с целью разм-
ножения вируса в тканях индикатора. Пассаж вируса 
проводили с помощью фосфатного буфера без доба-
вок, а инфицированные растения индикатора выращи-
вали в условиях короткого дня с целью максимального 
накопления вируса в зараженных тканях. На 12-14 день 
после заражения на отрастающих молодых листьях 
появлялись описанные выше симптомы, которые и ис-
пользовали для очистки ВЯДЯ. Свежесорванные лис-
тья с симптомами гомогенизировали в в 0,02М рН 7,0 
Na фосфатном буфере с добавлением 0,1% тиоглице-
рола в соотношении 1:4 и процеживали через 4 слоя 
марли. Полученный экстракт центрифугировали 10 мин 
при 5 000g. В надосадочную жидкость (НЖ) добавляли 
гидратированный фосфат кальция при осторожном 

перемешивании в течение 30 мин. Затем суспензию 
центрифугировали 10 мин при 5 000g. НЖ центрифуги-
ровали над 5 мл 20% сахарозы в течение 90 мин при 
120 000g в роторе Ti 45 BECKMAN. Осадок суспенди-
ровали в 0,01М рН 8,0 фосфатном буфере содержа-
щем 0,5% TritonX-100 и центрифугировали 10 мин при 
5 000g. НЖ наслаивали на 30% сахарозную подушку и 
центрифугировали 90 мин при 100 000 g в том же рото-
ре. Полученный осадок суспендировали в 0,01М борат-
ном-HCl буфере содержащем 0,5% мочевины в тече-
ние ночи. Затем суспензию центрифугировали в гради-
енте плотности сахарозы (10-40) 180 мин при 80 000 g в 
роторе SW 28 BECKMAN. Вирусную зону диализовали 
против фосфатного буфера в течение ночи. Чистоту 
препарата проверяли с помощью спектрофотометра 
"SPECOL 1500" (Рис. 2). 

 

 

 
 

Рис 2. Спектрограмма очищенного препарата ASPV 
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Для получения антисыворотки был проведен корот-
кий цикл иммунизаций кроликов – подкожно с полным 
адъювантом Фрейнда, внутримышечно с неполным 
адъювантом Фрейнда и внутривенно. Активность анти-
тел в крови подопытных кроликов определяли методом 
ISEM. На 22 день после первой иммунизации титр ан-
тисыворотки составлял 1:2000. Через 4 недели актив-
ность антисыворотки стала падать. После двух реим-
мунизаций активность антител была восстановлена и 
сохранялась до 127 дня после первой иммунизации. 

Диагностические наборы для ELISA готовили из сы-
вороток, полученных на 90 и более дней после первой 
иммунизации. Фракцию иммуноглобулина IgG выделяли 
методом аффинной хроматографии с использованием 
протеина А-sepharosaCL 4B фирмы "SERVA" (3). Конью-
гат готовили по описанному в литературе методу (4) с 
использованием в качестве маркера щелочную фосфа-
тазу. В результате проведенных исследований было 
установлено, что для надежного выявления ВЯДЯ необ-
ходимо микроплаты сенсибилизировать иммуноглобу-
лином в концентрации 0,75 mkg/ml. Оптимальное разве-
дение коньюгата должно составлять 1:1000 – 1:1500. 

В 2011 году нами были проведены исследования по 
изучению распространенности ВЯДЯ в насаждениях 
яблони в Молдове. Общая площадь обследованных 
сортов составила 75 га. В процессе обследований ран-
домизировано отбирали пробы для лабораторного исс-

ледования. Тестирование проводили методом ISEM с 
использованием антисыворотки нашего производства. 
Всего было тестировано 805 образцов, из которых 122 
были заражены ВЯДЯ, что составляет 14,1%. Установ-
лено также, что ВЯДЯ в пораженных образцах встре-
чается вместе с двумя другими латентными вирусами – 
хлоротической пятнистости листьев (CLSV) и борозд-
чатости древесины (ASGV). Все три вируса в природе 
не имеют переносчиков и распространяются только при 
их вегетативном размножении. Как показали результа-
ты, исследуемый вируc, как и 2 остальных вируса, наи-
более часто выявлялись в деревьях возрастом 20 и 
более лет, чем в молодых насаждениях, что может 
быть связано с общей тенденцией закладки садов 
оздоровленным посадочным материалом. 

Проведены исследования по изучению выделенных 
в процессе обследования изолятов ASPV методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Тотальную РНК выделяли с помощью специального 
набора фирмы "Quagen". Для проведения реакции ис-
пользовали коммерческий сет фирмы "InvitrogenSup-
perStrip" c парой праймеров, подобранных Menzel (7). 
Полученные в результате ПЦР фрагменты были фрак-
ционированы методом электрофореза в 2% агарозном 
геле. Результаты электрофореза визуализировали и 
регистрировали в ультрафиолете (Рис. 3). 

 

 
 

Рис.3. Электрофореграмма продуктов ОТ-ПЦР: М-маркер молекулярных масс 100 б/п; 1, 2-образца ASPV 
 
Выделенные в результате РТ-ПЦР фрагменты бу-

дут использованы в дальнейших исследованиях с це-
лью сиквинирования и проведения филогенетического 
анализа родства изолятов ASPV. 
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