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ВВЕДЕНИЕ
Африканская чума свиней (АЧС) — особо опасное 

трансграничное контагиозное вирусное заболевание 
свиней всех видов и возрастов, характеризующееся ли-
хорадкой, цианозом кожных покровов и обширными 
геморрагиями во внутренних органах инфицирован-
ных животных.

До настоящего времени не разработаны высоко-
эффективные средства специфической профилак-
тики АЧС, в  связи с  чем определяющее значение 
в  борьбе с  данным заболеванием имеет своевре-
менная диагностика и  соблюдение высоких норм 
биобезопасности при ведении свиноводства. Чув-
ствительность применяемых лабораторных мето-
дов диагностики в первую очередь зависит от кон-
центрации вируса в испытуемых образцах (пробах) 
патологического материала. 

В некоторых случаях, с  целью накопления виру-
са АЧС в диагностических концентрациях, возникает 
необходимость проведения нескольких пассажей 
выделенного изолята вируса АЧС в различных пере-
виваемых и первичных культурах клеток свиней. Ви-
руссодержащий материал, полученный в различных 
культурах клеток, используется в диагностических ис-

следованиях, при изучении биологических, молекуляр-
но-генетических свойств выделенных изолятов вируса 
АЧС [1, 3, 5, 8, 10, 11]. 

In vitro вирус АЧС репродуцируется в клетках ге-
мопоэтического происхождения — макрофагах/мо-
ноцитах из различных тканевых источников. К числу 
таких клеток относятся: альвеолярные макрофаги 
(АМС), клетки костного мозга (КМС), клетки почки 
(СП), спленоциты селезенки (СС), клетки тестикул 
(ТС) свиней. Многими авторами отмечено, что ре-
продукция возбудителя АЧС активно происходит 
во фракции высокоадгезивных клеток общего пула 
макрофагов костного мозга свиней и менее актив-
но — в лимфоцитах, нейтрофилах, эндотелиальных 
клетках [6, 10, 11]. 

Жизнеспособный вирус АЧС способен вызывать 
специфическую модуляцию мембран зараженных кле-
ток, приводит к адсорбции эритроцитов на поверхно-
сти инфицированных клеток (гемадсорбции). 

Гетерогенная популяция вируса АЧС обуславли-
вает проявление гемадсорбции в первичных культу-
рах клеток одновременно в двух или трех вариантах: 
рыхлая — инфицированные клетки адсорбируют до 
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20 эритроцитов; промежуточная — 20–40 эритроци-
тов; плотная — 40–80 эритроцитов на своей поверх-
ности [5].

Показано, что при культивировании вируса in 
vitro вместо сыворотки крови свиней или КРС можно 
использовать многоцелевой заменитель сыворот-
ки с дополнительными компонентами для клеток — 
FS FetalClon II, который содержит высокоочищенный 
термообработанный бычий сывороточный альбумин, 
бычий трансферрин, бычий инсулин и  не содержит 
факторов роста — стероидных гормонов, глюкокорти-
коидов, факторов клеточной адгезии [8].

В отечественных и зарубежных литературных ис-
точниках недостаточно широко освещены сведения 
о размножении современных изолятов вируса АЧС 
в первичных культурах клеток свиней (КК КМС, ЛС, АМС, 
СП) с учетом добавления различных стимуляторов ре-
продукционных свойств [1, 2, 5, 6, 8]. В связи с этим 
исследование по изучению этих свойств вируса АЧС, 
выделенного в последние годы на территории Россий-
ской Федерации, в различных первичных культурах 
клеток свиней является актуальным. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. В работе использовали поросят 2–4-ме-

сячного возраста живой массой 20–30 кг, полученных 
из благополучного по инфекционным болезням хозяй-
ства Владимирской области.

Для исследований, после полного обескровливания, 
от поросят отбирали трубчатые кости, а также почки, 
селезенку и тестикулы [6, 9]. 

Культуры клеток. Клеточную суспензию инокули-
ровали в лунки культуральных 96-луночных планше-
тов, пластиковые культуральные флаконы площадью 
25  см2 (матрасы), при этом в  питательную среду до-
бавляли 20%: 1) фетальной сыворотки КРС (ФС КРС; 
№ 1 — PAN BIOTECH, США; № 2 — ФС КРС, PAA, Австрия); 
2) нормальной сыворотки крови свиней (НСС); 3) кло-
на II фетальной сыворотки КРС (FS FetalClon II, НуClone, 
США). 

Инфицирование культур клеток проводили ви-
русом АЧС (изолят Одинцово 02/14), выделенным от 
дикого кабана на территории Московской области 
в  2014  г. Множественность заражения составляла 
0,1–0,01 ГАдЕ/кл.
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Рис. 1. Образование цитоплазматических 
включений в инфицированных вирусом АЧС клетках, 
формирование гигантской многоядерной клетки 
в РПИФ (окуляр ×10, объектив ×60)

Рис. 2. Образование цитоплазматических включений 
в инфицированных вирусом АЧС клетках, формирование 
гигантской многоядерной клетки в светлом поле  
(окуляр ×10, объектив ×60)

Fig. 1. Formation of cytoplasmic inclusions in ASF virus-
infected cells, formation of multinuclear giant cell, direct 
immunofluorescence test (ocular ×10; objective ×60)

Fig. 2. Formation of cytoplasmic inclusions in ASF virus-infected 
cells, formation of multinuclear giant cell observed against light 
background (ocular ×10; objective ×60) 

Рис. 3. Культура клеток тестикул свиней, 
интактная, отрицательный контроль
(окуляр ×10; объектив ×10)

Рис. 4. Культура клеток тестикул свиней, 
инфицированная вирусом АЧС 
(окуляр ×10; объектив ×40)

Fig. 3. Intact porcine testicle cell culture, negative control  
(ocular ×10; objective ×10)

Fig. 4. Porcine testicle cell culture infected with ASF virus 
(ocular ×10; objective ×40)
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Подсчет клеток проводили как с использованием 
стандартных прикладных методов (подсчет в  каме-
ре Горяева), так и в автоматическом счетчике клеток 
CountessTM (InvitrogenTM, Корея). 

Инфицированные культуры клеток культивировали 
в СО2-инкубаторе с содержанием 5% углекислого газа. 

Репродукцию вируса АЧС в первичных культурах 
клеток контролировали при помощи реакций гемад-
сорбции и прямой иммунофлюоресценции. 

Определение титра инфекционности вируса АЧС 
проводили путем его титрования в различных первич-
ных культурах клеток при помощи реакции гемадсорб-
ции (РГАд). Для титрования вируса АЧС использовали 
2-суточный монослой культур клеток, выращенный 
в лунках 96-луночных микропланшетов. Постановку 
РГАд проводили по «классической схеме» с использо-
ванием рабочей суспензии эритроцитов поросенка [7]. 
Расчет инфекционного титра вируса проводили через 
5–7 суток после заражения первичных культур клеток 
по методу Кербера (1931) в модификации И.П. Ашмари-
на (1959, 1962) и выражали в lg ГАдЕ50/см3.

Наличие вируса АЧС во всех используемых в иссле-
довании первичных культурах клеток подтверждали 
в реакции прямой иммунофлюоресценции (РПИФ). Для 
постановки РПИФ согласно инструкции использовали 
специфические ФИТЦ-иммуноглобулины для имму-
нофлюоресцентной диагностики АЧС (ГНУ ВНИИВВиМ 
Россельхозакадемии, г. Покров), а также моноклональ-
ные антитела 18 BG3-FITC, полученные на протеин vp72, 
меченные ФИТЦ (INGENASA, Испания). Наблюдение за 
проявлением цитопатического действия (ЦПД) прово-
дили с помощью инвертированного люминесцентного 
микроскопа ULWCD 0,30 Olympus модели СКХ41.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На одном из этапов проводимых работ для получе-

ния сравнимых образцов различных первичных культур 
клеток необходимо было подобрать их оптимальную 
посадочную концентрацию. В ходе исследований, при 
посеве с равной концентрацией клеток, количество кле-
ток КМС, прикрепившихся ко дну пластикового матраса, 
было больше по сравнению с клетками СС. Для полу-

Рис. 5. Культура клеток почки свиней, интактная, 
отрицательный контроль 
(окуляр ×10; объектив ×40)

Рис. 6. Культура клеток почки свиней, 
инфицированная вирусом АЧС 
(окуляр ×10; объектив ×40)

Fig. 5. Intact porcine kidney cell culture, negative control  
(ocular ×10; objective ×40) 

Fig. 6. Porcine kidney cell culture infected with ASF virus  
(ocular ×10; objective×40)

Рис. 7. Культура клеток костного мозга свиней, 
интактная, отрицательный контроль  
(окуляр ×10; объектив ×20)

Рис. 8. Культура клеток костного мозга свиней, 
инфицированная вирусом АЧС 
(окуляр х10; объектив ×40)

Fig. 7. Intact porcine bone marrow cell culture,  negative control  
(ocular ×10; object lens ×20)

Fig. 8. Porcine bone marrow cell culture  infected with ASF virus 
(ocular ×10; object lens ×40)
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чения плотного клеточного монослоя концентрация 
клеток СП при посеве варьировала от 500 тыс/ см3 до 
2 млн/см3, что в четыре раза больше, чем требуемая 
концентрация клеток ТС. Клеточный монослой ТС фор-
мировался через 24–48 ч, а для клеток СП вырастал при 
этих концентрациях через 72–96 ч. 

При посеве культур клеток КМС и СС использовали 
концентрацию клеток 5–6 млн/см3, монослой клеток 
формировался через 48–72 ч. 

Выход клеточной суспензии в рабочей концентра-
ции из органов, отобранных от одного поросенка, со-
ставлял: для КМС — 400–500 мл, для СС — 150–200 мл, 
для ТС — 200–300 мл, а максимальный объем составлял 
600–800 мл — для клеток СП.

Таким образом, наиболее технологичной в получе-
нии являлась культура клеток СП, далее следовали КМС 
и ТС, и наименьший выход наблюдался для клеток СС. 

Репродукция вируса АЧС в первичных культурах 
клеток КМС, СС, СП, ТС сопровождалась характерными 
морфологическими изменениями инфицированных 
клеток: деадгезирование отдельных клеток, вследствие 
чего клетки округлялись и затем наблюдался пикноз 
клеток.  

В ходе исследований наблюдали, что через 18–36 ч 
в  цитоплазме инфицированных клеток появлялись 
характерные включения, вирусспецифичность кото-
рых подтверждали в РПИФ с использованием ФИТЦ-

конъюгата моноклональных антител к vp72 вируса АЧС. 
Впоследствии клетки сливались друг с другом, образуя 
многоядерные гигантские клетки (рис. 1–2), спустя не-
которое время отмечали их деструкцию, происходив-
шую в результате вирусиндуцированного апоптоза. 

На рис. 3, 5, 7, 9 представлены изображения интакт-
ных (отрицательный контроль), а на рис. 4, 6, 8, 10 — ин-
фицированных вирусом АЧС первичных культур кле-
ток ТС, СП, КМС и СС соответственно. 

Результаты проведенных исследований показали, 
что при заражении культур клеток КМС, СП, СС, ТС ви-
русом АЧС (изолят Одинцово 02/14) наблюдали различ-
ные типы гемадсорбции (рис. 11): плотную (у 65–80% 
инфицированных клеток), промежуточную (у 10–15% 
инфицированных клеток) и рыхлую (у 5–10% инфици-
рованных клеток). 

Анализ скорости обнаружения вируса АЧС в РГАд 
показал, что минимальный срок появления гемадсорб-
ции после инфицирования регистрировался для куль-
туры клеток СС через 12–24 ч, в то время как для КМС 
и СП — через 48 ч, а ТС — через 48–72 ч.

Следовательно, для повышения скорости и эффек-
тивности диагностических исследований целесооб-
разно использовать культуру клеток СС, в то время как 
остальные культуры клеток (КМС, СП и ТС) могут быть 
использованы для получения препаративных коли-
честв вируса.

В ходе изучения репродукционных свойств вируса 
АЧС в первичных культурах клеток при добавлении 
различных сывороток (ФС КРС, НСС) и многоцелевого 
заменителя сыворотки FS FetalClon II отмечено, что наи-
большие титры (7,25±0,56 lg ГАдЕ50/см3) накопления ви-
руса наблюдались в культуре клеток КМС с использова-
нием FS FetalClon II через 120–168 ч после инокуляции 
вируса. Результаты расчета инфекционной активности 
вируса АЧС, полученного в различных культурах кле-
ток с добавлением данных сывороток, представлены 
в таблице.

Определено, что при использовании FS FetalClon II 
титр вируса АЧС на культуре клеток КМС состав-
лял 7,25±0,56  lg  ГАдЕ50/см3, что в  среднем на лога-
рифм выше, чем при использовании ФС  КРС №  2 
(6,25±0,43 lg ГАдЕ50/см3) и НСС (6,00±0,46 lg ГАдЕ50/ см3). 
На культуре клеток СС самые высокие титры 
были получены при использовании ФС  КРС 
№  2 (6,50±0,58  lg  ГАдЕ50/см3), что на 3 логариф-
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Рис. 9. Культура клеток селезенки свиней,  
интактная, отрицательный контроль
(окуляр ×10; объектив ×20) 

Рис. 10. Культура клеток селезенки свиней, 
инфицированная вирусом АЧС 
(окуляр ×10; объектив ×40) 

Fig. 9. Intact porcine spleen cell culture, negative control  
(ocular ×10; objective ×20) 

Fig. 10. Porcine spleen cell culture infected with ASF virus  
(ocular ×10; objective ×40)

Рис. 11. Промежуточная и рыхлая гемадсорбция 
(окуляр ×10; объектив ×20)

Fig. 11. Intermediate and fluffy hemadsorption 
(ocular ×10; objective ×20) 



9ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ МАРТ №1 {20} 2017

PORCINE DISEASE БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ

ма выше, чем при использовании FS  FetalClon  II 
(3,50±0,36 lg ГАдЕ50/ см3) и на 4 логарифма выше, чем 
при использовании НСС (2,75±0,25 lg ГАдЕ50/см3).

Вероятно, что ФС КРС наиболее эффективно под-
держивает жизнедеятельность клеток СС, что и  от-
ражается в таких значительных отличиях в титрах. На 
культуре клеток СП лучшие результаты получены при 
использовании ФС КРС № 2 (6,25±0,25  lg ГАдЕ50/см3), 
немного хуже — при использовании FS  FetalClon  II 
(6,00±0,25 lg ГАдЕ50/см3) и НСС (5,75±0,25 lg ГАдЕ50/см3). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании анализа результатов проведенных 

исследований предложено для повышения скорости 
и эффективности диагностических исследований ис-
пользовать культуру клеток СС, в то время как культуры 
клеток КМС, СП и ТС — для получения препаративных 
количеств вируса.

При изучении репродукции вируса АЧС изолята 
Одинцово 02/14 с использованием культуры клеток КМС 
выявлены наибольшие титры с применением феталь-
ных сывороток FS FetalClone II (7,25±0,56 lg ГАдЕ50/ см3) 
и ФС КРС (6,25±0,43 lg ГАдЕ50/ см3). 

Таким образом, в результате проведенных исследо-
ваний подтверждено, что ФС КРС наиболее стабильно 
и эффективно поддерживает жизнедеятельность кле-
ток СС, СП и КМС, а FS FetalClone II — только для куль-
туры клеток КМС. 
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Таблица
Инфекционная активность вируса АЧС, полученного в первичных культурах клеток  
с использованием различных сывороток крови (n=5)

Наименование 
культуры 

клеток

Гемадсорбирующие титры вируса АЧС, полученные в первичных культурах клеток  
с использованием различных сывороток,  

lg ГАдЕ50/см3

ФС КРС №2 НСС FS FetalClon II

КМС 6,25±0,43 6,00±0,46 7,25±0,56

СС 6,50±0,58 2,75±0,25 3,50±0,36

СП 6,25±0,25 5,75±0,25 6,00±0,25


