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Ïî âîïðîñàì òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ âèðóñà àôðèêàíñêîé ÷óìû ñâèíåé (À×Ñ), â ÷àñòíî-
ñòè îá èñïîëüçóåìûõ ìåòîäàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, â äîñòóïíîé ëèòåðàòóðå èìååòñÿ âåñüìà îãðàíè-
÷åííîå ÷èñëî ïóáëèêàöèé. Êðîìå òîãî, âûáîð ýôôåêòèâíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì òàêæå ëèìèòèðî-
âàí. Ñòàòüÿ ïîñâÿùåíà ðàçðàáîòêå è ñðàâíèòåëüíîé îöåíêå ýôôåêòèâíîñòè ïðèåìîâ âûðàùèâà-
íèÿ âèðóñà àôðèêàíñêîé ÷óìû ñâèíåé (À×Ñ) â êóëüòóðàõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌÑ) è ëåéêî-
öèòîâ (ËÑ) ñâèíåé. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, èçãîòîâëåííîé 
èç êîñòíîãî ìîçãà ñâèíåé ïîñëå 24 ÷ õðàíåíèÿ ïðè 4-6 °Ñ, äëÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ. Âèðóñ, 
ïîëó÷åííûé â òàêîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, íå ñíèæàë èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè è íàêàïëèâàëñÿ â 
òèòðàõ 7,25-7,50 lg ÒÖÄ50/ñì3. Èçó÷åíû óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ â ãåìîïîýòè÷åñêèõ 
êëåòêàõ ñ ïðèìåíåíèåì ñòàöèîíàðíûõ àïïàðàòîâ òèïà ÊÀÑÌ (êàññåòíûé àïïàðàò äëÿ ìîíîñëîé-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ), ðîëëåðíîãî ñïîñîáà êóëüòèâèðîâàíèÿ â êðóãîâîì ìîíîñëîå è â ñóñïåíçèè 
êëåòîê, à òàêæå áèîëîãè÷åñêèõ ðåàêòîðîâ (ôåðìåíòåðîâ) äëÿ ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. 
Âî âñåõ âàðèàíòàõ âèðóñ À×Ñ ñòàáèëüíî íàêàïëèâàëñÿ â êëåòêàõ ÊÌÑ è ËÑ â âûñîêèõ òèòðàõ 
(7,25-8,00 lg ÃÀÅ50/ñì3). Îäíàêî íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì, òåõíîëîãè÷íûì è ïðîèçâîäèòåëüíûì 
îêàçàëîñü âûðàùèâàíèå âèðóñà À×Ñ â ñóñïåíçèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê â àâòîìàòèçèðîâàí-
íûõ ðåàêòîðàõ. Â ýòîì ñëó÷àå òèòð âèðóñà äîñòèãàë 7,50-8,00 lg ÃÀÅ50/ñì3. Àíàëèçèðóÿ ðåçóëü-
òàòû èññëåäîâàíèé, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ïåðå÷èñëåííûå ìåòîäû â ñðàâíåíèè ñ íàêîïëå-
íèåì âèðóñà À×Ñ â ñòàöèîíàðíîé êóëüòóðå êëåòîê â ìàòðàñàõ áîëåå ýôôåêòèâíû è ìîãóò ïðè-
ìåíÿòüñÿ ïðè êðóïíîìàñøòàáíîì êóëüòèâèðîâàíèè ýòîãî áèîàãåíòà ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ïðåïà-
ðàòîâ äëÿ âàêöèíàöèè è äèàãíîñòèêè ïðè À×Ñ. 

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àôðèêàíñêàÿ ÷óìà ñâèíåé, À×Ñ, âèðóñ À×Ñ, êóëüòóðà êëåòîê êîñòíîãî 
ìîçãà ñâèíåé, êóëüòóðà êëåòîê ëåéêîöèòîâ ñâèíåé, ÊÌÑ, ËÑ, àïïàðàò äëÿ ñòàöèîíàðíîãî ìîíî-
ñëîéíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, àïïàðàò ÊÀÑÌ. 

 

Íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò â âèðóñîëîãè÷åñêîé ïðàêòèêå øèðîêî 
ïðèìåíÿþò âûðàùèâàíèå âèðóñîâ â ïðèñòåíî÷íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìàòðàñîâ, àïïàðàòîâ, ðîëëåðíûõ óñòàíîâîê è äð. Ðàçðàáîòà-
íû òàêæå ìåòîäû äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê è âèðóñîâ â ñóñïåíçèîííîé 
êóëüòóðå â ðîëëåðíûõ óñòàíîâêàõ è ôåðìåíòåðàõ ðàçíîé ïðîèçâîäèòåëüíî-
ñòè ñ öåëüþ ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèé è ïîëó÷åíèÿ áèîïðåïàðàòîâ (1-6). 
Ïðåèìóùåñòâî ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ïðèìåíå-
íèè ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé òåõíèêè ñ ôåðìåíòåðàìè áîëüøîãî îáúåìà, ÷òî 
îáåñïå÷èâàåò ïîâûøåíèå ïðîèçâîäèòåëüíîñòè, ýêîíîìèþ ïèòàòåëüíîé ñðå-
äû, âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëÿòü ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîíòðîëèðóå-
ìûõ óñëîâèÿõ çà ñ÷åò ïîääåðæàíèÿ îñíîâíûõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ 
â íåîáõîäèìîì ðåæèìå (7-10). Àíàëèçèðóÿ ñïåöèàëüíóþ ëèòåðàòóðó, ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî óñèëèÿ èññëåäîâàòåëåé íàïðàâëåíû íà îáåñïå÷åíèå ìàê-
ñèìàëüíîé ðåàëèçàöèè ïîòåíöèàëà êëåòîê ïîñðåäñòâîì ñîçäàíèÿ óñëîâèé 
èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïðèáëèæåííûì ê òàêîâûì in vivo (8, 10-12).  

Ïî âîïðîñàì òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ âèðóñà àôðèêàíñêîé ÷óìû 
ñâèíåé (À×Ñ) â äîñòóïíîé ëèòåðàòóðå èìååòñÿ âåñüìà îãðàíè÷åííîå ÷èñëî 
ïóáëèêàöèé, è â ÷àñòíîñòè ýòî êàñàåòñÿ ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×èñëî 
ýôôåêòèâíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì íåâåëèêî, òàê êàê ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíå-
íèå íàøëè â îñíîâíîì êóëüòóðû êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ñâèíåé (ÊÌÑ) è 
ëåéêîöèòîâ ñâèíåé (ËÑ). Ê òîìó æå ÷àñòî ïðè ïîëó÷åíèè ñóñïåíçèè êëå-
òîê ÊÌÑ èç-çà íåïðåäâèäåííûõ îáñòîÿòåëüñòâ ïðèõîäèòñÿ èñïîëüçîâàòü 
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êîñòè ñâèíåé êàê èñòî÷íèê êëåòîê ÊÌÑ íå ñðàçó, à ïîñëå ðàçíûõ ñðîêîâ 
õðàíåíèÿ, äëÿ ÷åãî òðåáóåòñÿ èçó÷èòü âèðóñðåïðîäóöèðóþùèå ñâîéñòâà òà-
êèõ êëåòîê. 

Íàøåé öåëüþ áûëà ðàçðàáîòêà è ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ýôôåêòèâ-
íîñòè ìåòîäîâ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà àôðèêàíñêîé ÷óìû ñâèíåé â ðàçëè÷-
íûõ êóëüòóðàõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è ëåéêîöèòîâ ñâèíüè. 

Ìåòîäèêà. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè âèðóñ À×Ñ øòàìì ÔÊ-
135, ïðîøåäøèé íå áîëåå 10 ïàññàæåé â êóëüòóðå êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà 
ñâèíüè (àêòèâíîñòü 7,00-7,75 lg ÃÀÅ50/ñì3).  

Ñóñïåíçèþ êëåòîê ÊÌÑ ïîëó÷àëè îò ïîðîñÿò 3-4-ìåñÿ÷íîãî âîç-
ðàñòà ñ ïîìîùüþ ïîëóàâòîìàòè÷åñêîé óñòàíîâêè äëÿ èçìåëü÷åíèÿ êîñòåé 
(èçãîòîâèòåëü Âñåðîññèéñêèé ÍÈÈ âåòåðèíàðíîé âèðóñîëîãèè è ìèêðî-
áèîëîãèè — ÂÍÈÈÂÂèÌ) ïî ðàçðàáîòàííîé íàìè ìåòîäèêå. Ñóñïåíçèþ 
êëåòîê ËÑ ãîòîâèëè ïðåäëîæåííûì íàìè ñïîñîáîì ñ ïðèìåíåíèåì óñò-
ðîéñòâà äëÿ âûäåëåíèÿ ïëàçìû êðîâè ñâèíåé. Ïîëó÷åííóþ ïëàçìó öåí-
òðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 îá/ìèí â òå÷åíèå 20 ìèí, îñàäîê êëåòîê ðàçáàâ-
ëÿëè 0,1 % ãèäðîëèçàòîì ëàêòàëüáóìèíà (ÃËÀ) äî ðàáî÷åé ïëîòíîñòè 
105,0-6,0 êë/ñì3, äîáàâëÿëè 5-10 % ñâèíîé ñûâîðîòêè êðîâè (îò îáùåãî 
îáúåìà ñóñïåíçèè), à òàêæå 7,5 % ðàñòâîð ñîäû (äî ðÍ ñðåäû 7,6), àí-
òèáèîòèêè ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí (ïî 100 Åä/ñì3) è êàíàìèöèí 
(50 Åä/ñì3). 

Äëÿ ïîääåðæàíèÿ êóëüòóð êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé 
ñëóæèë 0,1 %  ÃËÀ íà îñíîâå ðàñòâîðà Ýðëà ñ äîáàâëåíèåì ñûâîðîòêè êðî-
âè ñâèíåé, 10 % ðàñòâîðà ãëþòàìèíà, 7,5 % ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðèÿ 
(äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íåîáõîäèìûõ çíà÷åíèé ðÍ), àíòèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèí, 
ñòðåïòîìèöèí, êàíàìèöèí); èñïîëüçîâàëàñü ðîëëåðíàÿ óñòàíîâêà â ñòàí-
äàðòíîì ðåæèìå («NBS», ÑØÀ). 

 Âûðàùèâàíèå êëåòîê è âèðóñà À×Ñ ïðîâîäèëè â ìîíîñëîéíîé è 
ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ. Êóëüòèâèðîâàíèå îñóùåñòâ-
ëÿëè ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè: â 1,5-ëèòðîâûõ ñòåêëÿííûõ ìàòðàñàõ; â 2-
ëèòðîâûõ áóòûëÿõ íà ðîëëåðíîé óñòàíîâêå äëÿ ìîíîñëîéíî-ñóñïåíçèîí-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ («NBS», ÑØÀ); â 3-5-ëèòðîâûõ áóòûëÿõ íà ðîëëåð-
íîé óñòàíîâêå äëÿ ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðàçðàáîòàíà âî ÂÍÈ-
ÈÂÂèÌ); â êàññåòíûõ àïïàðàòàõ äëÿ ñòàöèîíàðíîãî ìîíîñëîéíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (ÊÀÑÌ), â áèîëîãè÷åñêèõ ðåàêòîðàõ (ôåðìåíòåðàõ) âìåñòèìî-
ñòüþ 2-5 ë («NBS», ÑØÀ). 

Â ïðîöåññå âûðàùèâàíèÿ âèðóñà è èíêóáèðîâàíèÿ èíòàêòíîé êóëü-
òóðû åæåñóòî÷íî îòáèðàëè ïðîáû äëÿ îïðåäåëåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè è 
÷èñëà êëåòîê, âåëè÷èíû ðÍ, èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè âèðóñà è ñòåðèëü-
íîñòè (2, 7). 

Ðåçóëüòàòû. Ñïîñîáíî ñ ò ü  ð å ï ðî ä óöèðî â à ò ü  â è ð ó ñ  À×Ñ  
ó  ê ë å ò î ê  Ê Ì Ñ,  ï î ë ó ÷ å í í û õ  ï î ñ ë å  õ ð à í å í è ÿ  ê î ñ ò å é. Ìû 
èçó÷èëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê âèðóñó À×Ñ ó êëåòîê ÊÌÑ, èçâëå÷åííûõ èç 
êîñòåé, êîòîðûå ðàçíîå âðåìÿ õðàíèëèñü ïðè òåìïåðàòóðå 4-6 °Ñ. Ñ óêà-
çàííîé öåëüþ ïîçâîíêè ïîðîñÿò ìàññîé 25-35 êã îñâîáîæäàëè îò ìÿãêèõ 
òêàíåé è ïîìåùàëè â õîëîäèëüíèê ïðè 4-6 °Ñ íà 24, 36 è 48 ÷, ïîñëå ÷åãî 
èç íèõ ãîòîâèëè êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè ÊÌÑ. Êîíòðîëåì ñëóæèëà ñóñïåí-
çèÿ êëåòîê êîñòíîìîçãîâîé òêàíè, ïîëó÷åííàÿ áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî õðà-
íåíèÿ êîñòåé. Âûðàùèâàíèå âèðóñà îñóùåñòâëÿëè â 2-ëèòðîâûõ áóòûëÿõ â 
ñóñïåíçèè ðîëëåðíûì ìåòîäîì ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: èñõîäíàÿ ïëîò-
íîñòü ñóñïåíçèè êëåòîê ÊÌÑ — 3,0 ìëí/ìë, ìíîæåñòâåííîñòü çàðàæåíèÿ — 
0,1 ÃÀÅ50/êë., êîýôôèöèåíò çàïîëíåíèÿ ñîñóäîâ — 0,33; òåìïåðàòóðà êóëü-
òèâèðîâàíèÿ 37 °Ñ, âåëè÷èíà ðÍ 7,2-7,4; ñêîðîñòü âðàùåíèÿ áóòûëåé — 
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10-12 îá/ìèí, ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ 4 ñóò. 
Óñòàíîâëåíî, ÷òî îòìèðàíèå èíòàêòíûõ êëåòîê â êîíòðîëå è ïîñëå 

õðàíåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â òå÷åíèå 24, 36 è 48 ÷ ïðîèñõîäèëî 
íåîäèíàêîâî. Ñîïîñòàâèìóþ æèçíåñïîñîáíîñòü èíòàêòíûõ êëåòîê íà ïðî-
òÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷àëè â ñâåæåïðèãîòîâëåííîé 
ñóñïåíçèè è â îáðàçöå, ïîëó÷åííîì ïîñëå 24 ÷ õðàíåíèÿ êîñòåé. Â áîëåå 
ïîçäíèå ñðîêè õðàíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñíèæàëàñü. Âèðóñ íà-
êàïëèâàëñÿ ðàâíîçíà÷íî â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå êëåòîê è â êëåòêàõ êîñò-
íîìîçãîâîé òêàíè, õðàíèâøåéñÿ â òå÷åíèå 24 ÷. Ïðè ýòîì òèòð âèðóñà 
äîñòèãàë 7,25-7,50 lg ÃÀÅ50/ñì3. Ïðè âûðàùèâàíèè â êëåòêàõ, èçâëå÷åííûõ 
èç êîñòåé ïîñëå 36- è 48-÷àñîâîãî õðàíåíèÿ, óðîæàé âèðóñà íå ïðåâûøàë  
ñîîòâåòñòâåííî 6,50 è 6,00 lg ÃÀÅ50/ñì3.  

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæ-
íîñòè íàêàïëèâàòü âèðóñ À×Ñ â êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ïîëó÷åííîé èç êî-
ñòíîãî ìîçãà ñâèíåé ïîñëå 24 ÷ õðàíåíèÿ êîñòåé ïðè òåìïåðàòóðå 4-6 °Ñ. 

Âûðàùèâàíèå  âèðóñà  À×Ñ â  ñ ò àöèîíàðíîì àïïàðà ò å  
ÊÀÑÌ è  â  êðó ãîâîì  ìîíîñëîå  êëå òîê  ÊÌÑ. Ìåòîä âûðàùèâà-
íèÿ âèðóñà À×Ñ â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ ñ÷èòàåòñÿ 
íàèáîëåå ïðîñòûì è äîñòóïíûì (2). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ âèðóñà À×Ñ â ñóá-
ñòðàò-çàâèñèìîé êóëüòóðå êëåòîê ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò ñòåêëÿííûå è 
ïëàñòèêîâûå ìàòðàñû, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü âèðóññîäåðæàùèé ìàòåðè-
àë â ëþáîé ëàáîðàòîðèè äëÿ èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëåé. Êàê áîëåå ñëîæ-
íûé âàðèàíò íàêîïëåíèÿ âèðóñà â ñòàöèîíàðíîì ìîíîñëîå êëåòîê ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ ïðèìåíåíèå óñòðîéñòâ, îáîðóäîâàíèÿ è àïïàðàòîâ äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, îñíàùåííûõ ìíîæåñòâîì ïëàñòèí, êþâåò è äðóãèõ òâåðäûõ 
ñóáñòðàòîâ, ïîçâîëÿþùèõ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü ïîëåçíóþ ïîâåðõíîñòü 
êóëüòèâàòîðîâ (2). 

Â ñðàâíèòåëüíûõ îïûòàõ ìû èçó÷àëè ýôôåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ 
òðàäèöèîííûõ ìåòîäîâ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ â ìîíîñëîå êëåòîê ÊÌÑ 
ñ èñïîëüçîâàíèåì 1,5-ëèòðîâûõ ñòåêëÿííûõ ìàòðàñîâ, âðàùàþùèõñÿ áóòû-
ëåé è ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àïïàðàòà ÊÀÑÌ, ðàçðàáîòàííîãî è èçãîòîâëåí-
íîãî âî ÂÍÈÈÂÂèÌ. Ýòîò àïïàðàò âûïîëíåí èç íåðæàâåþùåé ñòàëè, ñî-
ñòîèò èç ìåòàëëè÷åñêîãî ñîñóäà è 12 òèòàíîâûõ êþâåò, êîòîðûå ðàñïîëî-
æåíû ãîðèçîíòàëüíî è êðåïÿòñÿ íà ÷åòûðåõ ñòîéêàõ. Àïïàðàò ñíàáæåí 
ïðîáîîòáîðíèêîì è óñòðîéñòâîì äëÿ àýðàöèè, âûïîëíåííûìè â âèäå ìå-
òàëëè÷åñêèõ òðóáîê, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû âåðòèêàëüíî è ñîïðèêàñàþòñÿ ñ 
äíèùåì àïïàðàòà. Íà êðûøêå èìåþòñÿ îòâåðñòèÿ ñî øòóöåðàìè, ñîåäè-
íåííûìè ñèëèêîíîâûìè òðóáêàìè, äëÿ çàãðóçêè-îòãðóçêè êëåòî÷íîé èëè 
âèðóññîäåðæàùåé ñóñïåíçèè, ïîäà÷è âîçäóõà ÷åðåç ôèëüòð äëÿ ïîâåðõíî-
ñòíîé àýðàöèè. Àïïàðàò ñòåðèëèçóþò â àâòîêëàâå â ðåæèìå 2 àòì. â òå÷å-
íèå 2 ÷. Çàãðóçêó êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè îñóùåñòâëÿþò ñ ïîìîùüþ ñèôîíà, 
ñîñòîÿùåãî èç 15-ëèòðîâîé áóòûëè è ðåçèíîâîé ïðîáêè ñ äâóìÿ âìîíòè-
ðîâàííûìè ñèëèêîíîâûìè òðóáêàìè (îäíà òðóáêà ñîåäèíÿåòñÿ ñ ïðîáîîò-
áîðíèêîì, à äðóãàÿ — ñ ôèëüòðîì). Ïðè çàãðóçêå-îòãðóçêå ñóñïåíçèè ÷åðåç 
ôèëüòð ïîäàåòñÿ ñæàòûé âîçäóõ. Ïðîèçâîäèòåëüíîñòü àïïàðàòà çà îäèí 
öèêë ñîñòàâëÿåò 12 ë áèîìàòåðèàëà. 

Ïðè ñðàâíåíèè ýôôåêòèâíîñòè ïðèñòåíî÷íûõ ìåòîäîâ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ èçó÷àëè óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ â ñòàöèîíàðíîé ìî-
íîñëîéíîé êóëüòóðå êëåòîê ÊÌÑ â àïïàðàòå ÊÀÑÌ, â êðóãîâîì ìîíî-
ñëîå êëåòîê â 2-ëèòðîâûõ áóòûëÿõ íà ðîëëåðíîì àïïàðàòå ôèðìû «NBS» 
(ÑØÀ) è â 1,5-ëèòðîâûõ ìàòðàñàõ (êîíòðîëü). Ïëîòíîñòü ïîñåâíîé ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê ÊÌÑ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå (0,1 % ÃËÀ íà îñíîâå ðàñòâîðà 
Ýðëà ñ 10 % ñâèíîé ñûâîðîòêè, ðÍ 7,5-7,6) ñîñòàâëÿëà 2,8-3,0 ìëí/ñì3. Â 
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ñóñïåíçèþ êëåòîê âíîñèëè êîìïëåêñ àíòèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèí, ñòðåï-
òîìèöèí, êàíàìèöèí) â óêàçàííûõ âûøå äîçàõ. 

Äëÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè â 
àïïàðàòå ÊÀÑÌ â òå÷åíèå 2 ñóò ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: îáúåì çàïîëíå-
íèÿ — 12 ë; òåìïåðàòóðà 37 °Ñ, ðÍ 7,2-7,4. ×åðåç 2 ñóò ñðåäó ìåíÿëè 
(êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó èç àïïàðàòà îòãðóæàëè). Â ñâåæóþ ñðåäó âíîñèëè 
âèðóñ â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 1:100, òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè è çàãðó-
æàëè â àïïàðàò 12 ë âèðóññîäåðæàùåãî ìàòåðèàëà, ïîñëå ÷åãî êóëüòèâèðî-
âàëè â òå÷åíèå 4 ñóò ïðè 37 °Ñ (ðÍ 7,2-7,4). Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ 
(íà 2-å è 3-è ñóò) îñóùåñòâëÿëè ïåðèîäè÷åñêóþ ïîäà÷ó âîçäóõà (2 ðàçà â 
ñóòêè ïî 15 ìèí) ñ öåëüþ àýðàöèè è ïîääåðæàíèÿ ðÍ. Ïî îêîí÷àíèè 
êóëüòèâèðîâàíèÿ àïïàðàò ïåðåìåùàëè âïåðåä-íàçàä ïîä óãëîì 30-45° â òå-
÷åíèå 2-3 ìèí äëÿ ñìûâà îñòàòêà ìîíîñëîÿ è îòãðóæàëè âèðóñíûé ìàòåðè-
àë â áóòûëü ñ ñèôîíîì ïîñðåäñòâîì ïîäà÷è âîçäóõà ÷åðåç ôèëüòð. 

Íà ðîëëåðíîé óñòàíîâêå è â ìàòðàñàõ âèðóñ êóëüòèâèðîâàëè â 2-
ñóòî÷íîé êóëüòóðå êëåòîê ÊÌÑ ïðè êîýôôèöèåíòå çàïîëíåíèÿ áóòûëåé è 
ìàòðàñîâ 0,16-0,17 è ñêîðîñòè âðàùåíèÿ áóòûëåé 12 îá/÷. Ïëîòíîñòü ïî-
ñåâíîé ñóñïåíçèè — 3,0½106 êë/ñì3, äîçà çàðàæåíèÿ — 0,1 ÃÀÅ50/êë., ðÍ 
7,2-74, òåìïåðàòóðà 37 °Ñ. Êàê è â àïïàðàòå ÊÀÑÌ, âèðóñ êóëüòèâèðîâàëè 
â òå÷åíèå 4 ñóò. 

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ 
âèðóñà â êóëüòóðå êëåòîê ÊÌÑ â àïïàðàòå è â êðóãîâîì ìîíîñëîå êëå-
òîê áûëà îäèíàêîâîé è êîíå÷íûå òèòðû â îáîèõ ñëó÷àÿõ äîñòèãàëè â 
ñðåäíåì 7,50 lg ÃÀÅ50/ñì3, òîãäà êàê â ìàòðàñàõ åãî àêòèâíîñòü íå ïðåâû-
øàëà 7,00 lg ÃÀÅ50/ñì3. Â òî æå âðåìÿ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü àïïàðàòà îêà-
çàëàñü çíà÷èòåëüíî âûøå (îí çàìåíÿë ñîîòâåòñòâåííî 60 ìàòðàñîâ è 20 
ðîëëåðíûõ áóòûëåé). Ýôôåêòèâíîñòü ÊÀÑÌ áûëà ïîäòâåðæäåíà â ÷åòûðåõ 
íåçàâèñèìûõ îïûòàõ. 

Òàêèì îáðàçîì, óñòàíîâëåíî, ÷òî àïïàðàòû òèïà ÊÀÑÌ ìîãóò óñ-
ïåøíî èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ â êëåòêàõ ÊÌÑ â 
ñòàöèîíàðíûõ óñëîâèÿõ, îáåñïå÷èâàÿ áîëåå âûñîêóþ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü è 
ýôôåêòèâíîñòü â ñðàâíåíèè ñ ìàòðàñàìè. 

Ìû òàêæå èçó÷èëè óñëîâèÿ âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ â êðóãîâîì 
ìîíîñëîå êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðîëëåðíîé óñòàíîâêè è 2-
ëèòðîâûõ ñîñóäîâ. Îïûòû ïîêàçàëè, ÷òî îïòèìàëüíàÿ ïëîòíîñòü ïîñåâíîé 
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè äëÿ ËÑ â 2 ðàçà âûøå, ÷åì äëÿ ÊÌÑ. Ïðè ýòîì óñ-
òàíîâëåíî, ÷òî â âàðèàíòàõ ñ ÊÌÑ è ËÑ âèðóñ â ìàêñèìàëüíûõ òèòðàõ íà-
êàïëèâàëñÿ ïðè ìíîæåñòâåííîñòè çàðàæåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî 0,01-1,00 è 
0,0010-0,0001 ÃÀÅ50/êë. Двуõñóòî÷íûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû ñ ïîñåâíîé 
ïëîòíîñòüþ 2,8-3,0 ìëí/ìë (ÊÌÑ) è 5,0-6,0 ìëí/ìë (ËÑ) çàðàæàëè âèðó-
ñîì â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè ñîîòâåòñòâåííî 1:100 è 1:10000 è èíêóáèðî-
âàëè ïðè 37 °Ñ, ðÍ 7,2-7,4 è ñêîðîñòè âðàùåíèÿ áóòûëåé 12 îá/÷ â òå÷å-
íèå 4 ñóò. Êîíòðîëåì ñëóæèì âàðèàíò, â êîòîðîì âèðóñ âûðàùèâàëè â 
ýòèõ æå êëåòêàõ â ìàòðàñàõ â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå 
ñâèäåòåëüñòâîâàëè, ÷òî â êóëüòóðàõ êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ, ïîääåðæèâàåìûõ 
ðîëëåðíûì ñïîñîáîì, èíôåêöèîííàÿ àêòèâíîñòü íàðàñòàëà ñ îäèíàêîâîé 
ñêîðîñòüþ è òèòð âèðóñà äîñòèãàë 7,50 lg ÃÀÅ50/ñì3. Â âàðèàíòàõ, êîãäà 
âèðóñ íàêàïëèâàëè â ìàòðàñàõ, åãî òèòðû áûëè íà 0,25-0,50 lg ÃÀÅ50/ñì3 
íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ðîëëåðíûì ñïîñîáîì. 

Âûðàùèâàíèå  âèðóñà  À×Ñ â  ñ ó ñïåíçèè  êëå òîê  ÊÌÑ 
è ËÑ ðîëëåðíûì ìåòîäîì è â  ðåàêòîðàõ. Âûøå îòìå÷àëîñü, ÷òî â 
êðóãîâîì ìîíîñëîå êëåòîê âèðóñ À×Ñ íàêàïëèâàëñÿ â áîëåå âûñîêèõ òèò-
ðàõ, ÷åì â ìàòðàñàõ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ñóñïåíçèîííûé ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ 
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õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå âûñîêîé ïðîèçâîäèòåëüíîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ 
ìîíîñëîéíûì, ìû ñðàâíèëè ýôôåêòèâíîñòè âûðàùèâàíèÿ âèðóñà À×Ñ 
ãëóáèííûì ñïîñîáîì â êóëüòóðàõ êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ ñ èñïîëüçîâàíèåì 
5-ëèòðîâîãî ôåðìåíòåðà («NBS», ÑØÀ), ðîëëåðíîé óñòàíîâêè äëÿ ñóñ-
ïåíçèîííî-ìîíîñëîéíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ («NBS», ÑØÀ), à òàêæå ðîë-
ëåðíîé óñòàíîâêè äëÿ ñóñïåíçèîííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ÂÍÈÈÂÂèÌ) 
è ìàòðàñîâ. Îñíîâíûå òåõíîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïðè ñóñïåíçèîííîì 
ðîëëåðíîì ìåòîäå áûëè òåìè æå, ÷òî ïðè âûðàùèâàíèè ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ êëåòîê è âèðóñà â êðóãîâîì (ðîëëåðíîì) ìîíîñëîå. Ñêîðîñòü âðà-
ùåíèÿ 3-5-ëèòðîâûõ áóòûëåé ñ ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðîé ñîñòàâëÿëà ïðè-
ìåðíî 12 îá/ìèí. Â ýòîì âàðèàíòå íå òðåáîâàëîñü ïðåäâàðèòåëüíîãî 
âûðàùèâàíèÿ ìîíîñëîÿ êëåòîê, ÷òî â 2 ðàçà óìåíüøàëî ðàñõîä ïèòà-
òåëüíîé ñðåäû è íà 2 ñóò ñîêðàùàëî äëèòåëüíîñòü ïðîöåäóðû. Êóëüòè-
âèðîâàíèå âèðóñà À×Ñ â ôåðìåíòåðå îñóùåñòâëÿëè ïî ðàçðàáîòàííîé 

íàìè òåõíîëîãèè â òå÷åíèå 4 ñóò. 
Êàê áûëî óñòàíîâëåíî, íàêîïëåíèå âèðóñà À×Ñ â êëåòêàõ ÊÌÑ è 

ËÑ ïðè ðîëëåðíîì êóëüòèâèðîâàíèè â ñóñïåíçèè ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷à-
ëîñü îò òàêîâîãî â âàðèàíòå ñ ìîíîñëîåì è òèòðû âèðóñà äîñòèãàëè 7,00-
7,50 lg ÃÀÅ50/ñì3. Îäíàêî íåîáõîäèìî îòìåòèòü áîëåå âûñîêóþ ýêîíîìè÷-
íîñòü è òåõíîëîãè÷íîñòü ðîëëåðíîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ âèðóñíîãî ìàòå-
ðèàëà. Êðîìå òîãî, àêòèâíîñòü âèðóñà ïðè âûðàùèâàíèè â ýòèõ æå êëåòêàõ 
â ìàòðàñàõ áûëà íà 0,25-0,5 lg ÃÀÅ50/ñì3 íèæå, ÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè 
ðîëëåðíîãî ìåòîäà.  

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ôåðìåíòåðàõ âèðóñ À×Ñ íàêàïëèâàëñÿ â 
ñóñïåíçèè êëåòîê ÊÌÑ è ËÑ äî òèòðîâ 7,50-8,00 lg ÃÀÅ50/ñì3, èíûìè ñëî-
âàìè, ðåàêòîðíûé ñïîñîá îáåñïå÷èâàë áîëåå âûñîêèå òèòðû, ÷åì îñòàëü-
íûå ñðàâíèâàåìûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäû.  

Èòàê, âèðóñ àôðèêàíñêîé ÷óìû ñâèíåé (À×Ñ) íàêàïëèâàëñÿ â âû-
ñîêèõ òèòðàõ êàê â êóëüòóðàõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ñâèíåé, òàê è â êóëü-
òóðàõ ëåéêîöèòîâ ñâèíåé (7,25-8,00 lg ÃÀÅ50/ñì3) ïðè ïðèìåíåíèè êàñ-
ñåòíîãî àïïàðàòà äëÿ ñòàöèîíàðíîãî ìîíîñëîéíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, â 
êðóãîâîì ìîíîñëîå è â ñóñïåíçèè ïðè ðîëëåðíîì ìåòîäå, à òàêæå ïðè 
êóëüòèâèðîâàíèè â áèîëîãè÷åñêèõ ðåàêòîðàõ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñà-
ìûì ýôôåêòèâíûì, òåõíîëîãè÷íûì è ïðîèçâîäèòåëüíûì ïðèåìîì îêàçà-
ëîñü èñïîëüçîâàíèå ñóñïåíçèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê â ðåàêòîðàõ. Ïî 
ñðàâíåíèþ ñ âûðàùèâàíèåì âèðóñà À×Ñ â ñòàöèîíàðíîé êóëüòóðå êëåòîê 
â ìàòðàñàõ âñå ïåðå÷èñëåííûå ìåòîäû áîëåå ýôôåêòèâíû è ìîãóò èñ-
ïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ðàçðàáîòêè êðóïíîìàñøòàáíûõ òåõíîëîãèé êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ýòîãî áèîàãåíòà. 
 

Ë È Ò Å Ð À Ò Ó Ð À  
 

1. Á à ë û ø å â à  Â.È., Ç à ê ó ò ñ ê è é  Í.È., Ë à ï ò å â à  Î.Ã., Ã î ð ø ê î â à  Ò.Ô., Á à -
ë û ø å â  Â.Ì., Ö û á à í î â  Ñ.Æ., Í î â è ê î â à  Ì.Á., Ô å ä î ð î â  Ã.Ï., Ä ì è ò ð å í -
ê î  Â.Â., Í å ñ ò å ð î â  Å.À. Ýôôåêòèâíîñòü èíàêòèâèðîâàííîé âàêöèíû ïðîòèâ âèðóñà 
áëþòàíãà 8-ãî ñåðîòèïà. Âåòåðèíàðèÿ, 2008, 11: 20-23. 

2. Ã î ë ó á å â  Ä.Á., Ñ î ì í è í à  À.À., Ì å ä â å ä å â à  Ì.Í. Ðóêîâîäñòâî ïî ïðèìåíåíèþ 
êëåòî÷íûõ êóëüòóð â âèðóñîëîãèè. Ì., 1976. 

3. Ç à ê ó ò ñ ê è é  Í.È., Á à ë û ø å â à  Â.È., Ø ï ÿ ê è í  Þ.À. Èììóíîáèîëîãè÷åñêèå ñâîé-
ñòâà èíàêòèâèðîâàííîãî âèðóñà äèàðåè ÊÐÑ. Âåòåðèíàðèÿ, 2011, 7: 24-27.  

4. Ê î â à ë å í ê î  Ò.È., Ç à â à ë ü í û é  Ì.À. Àïïàðàò äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ 
êóëüòóð â ìîíîñëîå (Èíñòèòóò ïîëèîìèåëèòà è âèðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ ÀÌÍ ÑÑÑÐ). 
À.Ñ. 897859, ÑÑÑÐ, 1982.  

5. Ñ è ì î í å í ê î  Í.Â. Áèîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà øòàììà ÂÍ-96 âèðóñà òðàíñìèñ-
ñèâíîãî ãàñòðîýíòåðèòà ñâèíåé è ðàçðàáîòêà áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ åãî êóëüòè-



 63

âèðîâàíèÿ. Àâòîðåô. êàíä. äèñ. Ñàðàòîâ, 2011. 
6. Ã ð è í ü  Ñ.À. Ñîâðåìåííûå áèîòåõíîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû è èììóíîëîãè÷åñêèå ìå-

òîäû ïðè ïðîìûøëåííîì ïðîèçâîäñòâå âåòåðèíàðíûõ ïðåïàðàòîâ. Àâòîðåô. äîêò. 
äèñ. Ùåëêîâî, 2008.  

7. Ç à ê ó ò ñ ê è é  Í.È. Ðàçðàáîòêà è ñîâåðøåíñòâîâàíèå òåõíîëîãèè èçãîòîâëåíèÿ èíàêòè-
âèðîâàííîé âàêöèíû ïðîòèâ èíôåêöèîííîãî ðèíîòðàõåèòà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. 
Äîêò. äèñ. Ïîêðîâ, 1998. 

8. Ê ó ê ó ø ê è í à  Ì.Ñ. Èììóíîáèîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà âàêöèííûõ è âèðóëåíòíûõ 
øòàììîâ âèðóñîâ îñïû îâåö è îñïû êîç. Êàíä. äèñ. Âëàäèìèð, 2008.  

9. Ï à â ë å í ê î  È.Â. Ñîâåðøåíñòâîâàíèå ïðîìûøëåííîé áèîòåõíîëîãèè ïðîèçâîäñòâà 
ñóõèõ æèâûõ áàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ è îöåíêà èõ ýôôåêòèâíîñòè. Äîêò. äèñ., 
Ùåëêîâî, 2013. 

10. Á à ë û ø å â  Â.Ì., Ã î ð ø ê î â à  Ò.Ô., Ê à ë à í ò à å í ê î  Þ.Ô. Ñîâåðøåíñòâîâàíèå 
òåõíîëîãèè èçãîòîâëåíèÿ âèðóñâàêöèíû ïðîòèâ ÷óìû ìåëêèõ æâà÷íûõ æèâîòíûõ. Âåòå-
ðèíàðèÿ, 2009, 5: 55-56. 

11. Ä ì è ò ð å í ê î  Â.Â., Ç à ê ó ò ñ ê è é  Í.È., Á à ë û ø å â à  Â.È. Âèðóñâàêöèíà ïðîòèâ 
êëàññè÷åñêîé ÷óìû ñâèíåé. Ñâèíîâîäñòâî, 2011, 8: 64-66. 

12. Ê à ð è ì ó ë ë è í à  È.Ã. Îïòèìèçàöèÿ òåõíîëîãèè êóëüòèâèðîâàíèÿ âèðóñîâ ïàðàãðèïïà-
3, èíôåêöèîííîãî ðèíîòðàõåèòà è õëàìèäèé ïðè ðàçðàáîòêå àññîöèèðîâàííîé âàêöèíû. 
Êàíä. äèñ. Êàçàíü, 2004. 

 
ÃÍÓ Âñåðîññèéñêèé ÍÈÈ âåòåðèíàðíîé 
âèðóñîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè Ðîññåëüõîçàêàäåìèè,  
601120 Ðîññèÿ, Âëàäèìèðñêàÿ îáë., Ïåòóøèíñêèé ð-í, ã. Ïîêðîâ, 
e-mail: vniivvim@niiv.petush.elcom.ru, patronn13@rambler.ru 

Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ
18 èþíÿ 2014 ãîäà 

 
EFFICACY OF VARIOUS METHODS FOR AFRICAN SWINE FEVER 

VIRUS GROWTH IN HEMATOPOIETIC CELLS 
 

N.I. Zakutskii, T.G. Shirokova, N.S. Neverovskaya, S.G. Yurkov 
 

All-Russian Institute of Veterinary Virology and Microbiology, Russian Academy of Agricultural Sciences, Pok-
rov, Petushinskii Region, Vladimir Province, 601120 Russia, e-mail vniivvim@niiv.petush.elcom.ru 
Received June 18, 2014  doi: 10.15389/agrobiology.2014.4.58eng

 

A b s t r a c t  
 

For African swine fever virus (ASFV) reproduction little publications are available, in 
particular, those concerning cultivation technologies. Moreover, the range of effective cell systems 
for cultivation is limited too. This report highlights the development and comparative evaluation 
of methods for African swine fever virus (ASFV) growth in porcine bone marrow cell (PBM) and 
leukocyte (PL) cultures for their efficacy. We showed the possibility of using cell suspension pre-
pared from porcine bone marrow after its 24-hour storage at 4 to 6 °Ñ for ASFV culture. The vi-
rus grown in the PBM cell suspension after the abovementioned storage period for porcine bone 
marrow had expired did not reduce its infectious activity, and accumulated with titers of 7.25 to 
7.50 lg TCID50/cm3. The conditions for ASF virus culture in hematopoietic cells using stationary 
devices like KASM (a cassette unit for monolayer culture), a technique for roll-bottle culture in a 
circular monolayer or in a cell suspension, and biological reactors (fermentors) for a suspension 
culture were analyzed. When using these culture methods, ASF virus steadily accumulated in the 
PBM or PL cells with high titers ranging from 7.25 to 8.00 lg HAU50/cm3. Nevertheless, ASF vi-
rus growth in hematopoietic cell suspensions using automated reactors was found to be the most 
effective, technologically advanced and productive technique. In this case, the virus titers were as 
high as 7.50 to 8.00 lg HAU50/cm3. Analyzing the results of the studies we concluded that the 
above methods were more efficient as compared to ASFV growth in a stationary cell culture using 
flasks, and could be used for large scale cultivation of this biological agent in vaccinology and di-
agnostics of African swine fever infection. 

 

Keywords: African swine fever, ASF, ASF virus, porcine bone marrow cell culture, porcine 
white blood cell culture, porcine bone marrow, porcine white blood cells, cassette unit for stationary 
monolayer culture. 
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