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РЕЗЮМЕ
Представлены результаты экспериментальных исследований по репродукции вирусов оспы овец и оспы коз 
в первичных и субкультивированных культурах клеток, полученных из почек и тестикул ягненка и козленка. 
Субкультивирование монослойных культур клеток проводили в пластиковых флаконах в течение пяти пассажей 
и заражали вирусами оспы овец и оспы коз. Показано, что производственные штаммы «ВНИИЗЖ» вируса оспы 
овец и «ВНИИЗЖ 2003» вируса оспы коз успешно размножаются как в первичной культуре, так и в субкультуре 
клеток почки и тестикул ягненка и козленка. Активность полученных вирусов оспы овец и оспы коз после пяти 
пассажей достигала 5,5–6,0 lg ТЦД50/см3. Учитывая, что современные условия выращивания клеток позволя-
ют субкультивировать первично трипсинизированные популяции до 25–30 пассажей, для получения в произ-
водственных масштабах вирусов оспы коз, оспы овец и в научных исследованиях наряду с перевиваемыми 
линиями можно использовать и субкультуры. 

Ключевые слова: субкультуры тканей тестикул и почек овец и коз, вирус оспы овец, вирус оспы коз, 
цитопатическое действие.

SUMMARY
Results of tests of sheep and goat poxviruses for their reproduction in primary and subcultured cell cultures derived from 
lamb and goat kid kidneys and testicles are presented. Monolayer cultures were subcultured by 5 passages in plastic 
vials and infected with sheep and goat poxviruses. It was shown that production ARRIAH strain of sheep pox virus and 
ARRIAH 2003 strain of goat pox virus successfully propagated both in primary lamb and goat kid kidney and testicle cell 
cultures and lamb and goat kid kidney and testicle cell subcultures. Activity of sheep and goat poxviruses passaged 5 
times was 5.5–6.0 lg TCID50/cm3. Taking into account that modern cell cultivation conditions allow primary trypsinized 
cell populations subcultivation up to 25–30th passage, subcultures together with continuous cell lines can be used for 
large-scale sheep and goat poxvirus production and research purposes.

Key words: sheep and goat kidney and testicle tissue subcultures, sheep poxvirus, goat poxvirus, cytopathic effect. 
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ВВЕДЕНИЕ
Оспа овец и оспа коз – вирусные заболевания, ха-

рактеризующиеся лихорадкой, образованием папул, 
или узелков, пустул (редко), внутренних поражений (в 
частности, в легких), часто с летальным исходом. Оспа 
овец и коз вызывает энзоотии в Африке к северу от эк-
ватора – на Среднем Востоке и в Азии [1]. Вспышки (эпи-
зоотии) этих болезней недавно зафиксированы в неко-
торых частях Европы. Страны, заявившие о вспышках 
болезни в период с 2010 по 2015 г., – Болгария, Китай-
ский Тайбэй, Израиль, Казахстан, Кыргызстан, Монго-
лия, Марокко, Греция и Россия. В Греции, Израиле и Рос-
сии наблюдались рецидивы болезни [13]. По данным 
Всемирной организации здравоохранения животных 
(МЭБ), в 1996–2007 гг. неблагополучными по этим забо-
леваниям были 55 стран, в том числе 7 стран СНГ. В РФ 
оспа мелких жвачных регистрировалась в 1994–2000 и 
2002–2003 гг. [3, 9, 10]. 

Возбудители оспы овец и  оспы коз  – вирус оспы 
овец (ВОО) и вирус оспы коз (ВОК) – относятся к роду 
Capripoxvirus семейства Poxviridae [14]. 

Несмотря на то что каприпоксвирусы преимуще-
ственно поражают свой вид животных-хозяев, жестко 
детерминированной специфичностью они не обладают 
и способны инфицировать гетерологичные виды живот-
ных. В литературных источниках описана способность 
штаммов BOO и ВОК в экспериментальных условиях вы-
зывать заболевание как у овец, так и у коз [11, 12].

Опасность болезни заключается в высокой контаги-
озности и летальности, которая при доброкачествен-
ном течении составляет 5–10% и достигает 80–100% 
в случае проявления сопутствующих инфекций [2]. 

Для изготовления вакцин и диагностикумов из ВОО 
и ВОК уже много лет используют как первичные и суб-
культивируемые клетки, так и перевиваемые (постоян-
ные) культуры клеток. Использование трофовариантов 
культур клеток имеет как свои преимущества, так и не-
которые недостатки. Так, перевиваемые линии более 
технологичны и используются для производства вак-
цин, а первичные и субкультивируемые клетки пред-
почтительнее для наработки посевных материалов 
вируса и для диагностических целей [8]. 

В связи с вышеизложенным представляется целе-
сообразным наличие в арсенале научных и производ-
ственных лабораторий нескольких культуральных сис-
тем для выращивания вирусов, которые бы дополняли 
и заменяли друг друга. 

Целью данной работы было изучение репродукции 
вируса оспы овец и вируса оспы коз в первичных и суб-
культивируемых клетках, полученных из почек и тести-
кул барана (Ovis aries) и козла (Сapra hircus).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусный материал. В работе использовали произ-

водственный штамм «ВНИИЗЖ» вируса оспы овец с ин-
фекционной активностью 5,5 ± 0,25 lg ТЦД50/см3 и про-
изводственный штамм «ВНИИЗЖ 2003» вируса оспы коз 
с инфекционной активностью 6,0 ± 0,25  lg ТЦД50/ см3, 
полученные на клеточной линии ЯДК-04.

Культура клеток. Культивирование вирусов прово-
дили в первично трипсинизированной культуре клеток, 
а также в субкультурах 2–5 пассажей почки и тестикул 
ягненка. В опыте использовали субкультуры 2–5 пас-
сажей почки и  тестикул козленка, которые были по-
лучены в 2006 г. и хранились в жидком азоте. Возраст 
животных составлял 4–6 недель. Клеточные культуры 
инкубировались при температуре 37,0 ± 0,5 °С. 

Определение биологической активности полу-
ченных вирусных материалов проводили в реакции 
микротитрования с использованием постоянной кле-
точной линии ЯДК-04.

Питательные среды и растворы. В качестве росто-
вой среды для субкультур клеток использовали смесь 
питательных сред ПСП и 199 в соотношении 3:1 с до-
бавлением 10% сыворотки крови крупного рогатого 
скота (КРС), обработанной лантаноидами, и pH 7,0–7,2.

В качестве поддерживающей среды для вируса ис-
пользовали питательную среду ПСП с 2% инактивиро-
ванной при 58 ºС в течение 30 мин сыворотки крови 
КРС (pH 7,3–7,5). Перед инокуляцией вируса монослой 
клеток промывали солевым раствором Хенкса с рН 7,1–
7,2. Коррекцию pH среды в процессе культивирования 
вируса проводили 7,5%-м раствором бикарбоната на-
трия.

Для предотвращения бактериального пророста 
в  питательную среду и  в  раствор Хенкса добавляли 
100 ед./мл канамицина и 40 ед./мл гентамицина.

Оборудование. Лабораторное культивирование 
клеток проводили во флаконах фирмы Corning (США) 
с площадью роста 25 см2.

Цитоморфологические изменения в  культуре 
при взаимодействии с  вирусом ежедневно изучали 
и  фиксировали в  фазовом контрасте на микроско-
пах Olympus CKX-41 и Zeiss IM при увеличении в 100 
и 400 крат. Все рисунки были сделаны с увеличением 
×400 через 48–72 ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для изучения репродукции ВОО и ВОК проводилось 

перекрестное заражение обоими вирусами первичных 
и субкультивируемых клеток, полученных как из орга-
нов естественных хозяев, так и из органов близкород-
ственных видов: для ВОО – это коза, а для ВОК – овца. 

Рис. 1. Монослой культуры клеток ЯДК-04 (а) и проявление ЦПД после заражения вирусами оспы овец и оспы коз (б)

ба
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Нужно отметить, что для крупномасштабного произ-
водства вакцин против оспы овец и оспы коз стандар-
тно используется постоянная клеточная линия  ЯДК-04. 
Было подробно изучено цитопатическое действие 
(ЦПД) этих вирусов на клетки и монослой в целом [7]. 
Клеточная линия ЯДК-04 обладает высокой продук-
тивностью (до 30  тыс. клеток на  см2). Нормальная 
морфология представлена в  основном однородны-
ми веретенообразными и эпителиоподобными клет-
ками; делящиеся клетки перед митозом принимают 
сферичес кую форму, и при этом видны расходящиеся 
хромосомы (рис. 1а). При взаимодействии культуры 
с ВОО и ВОК картина ЦПД одинакова: основная масса 
клеток деадгезируется, принимает сферическую форму 
и частично агрегируется (рис. 1б). На этой стадии через 
72 ч клетки промораживают и в дальнейшем получают 
вирус с высоким титром (см. таблицу).

В отличие от перевиваемой линии ЯДК-04 первич-
ные культуры и  субкультуры, полученные из почек 
и тестикул козлят и ягнят, отличаются полиморфизмом 
клеток и низкой продуктивностью. В среднем продук-
тивность первичной и субкультуры в 3–4 раза ниже, 
чем у перевиваемых линий, но первичные культуры – 
диплоидные и обладают биологическими свойствами 
организмов-доноров.

Было изучено 8 вариантов взаимодействия вирусов 
оспы овец и коз с первичными культурами и субкульту-
рами почек и тестикул овец и коз.

Морфология первичной культуры и  субкультуры 
почки барана (ПБ) отличалась наличием крупных по-
лиморфных клеток с  четкими границами (рис.  2а). 
Культура обладала умеренным гликолизом, значение 
рН среды в процессе культивирования не опускалось 
ниже 6,8.

Цитопатическое действие ВОО в первичной куль-
туре ПБ начиналось уже на первые сутки. Через 72 ч 
монослой был тотально поражен. Почти все клетки 

деадгезировались (рис. 2б). На подложке оставались 
сильно трансформированные крупные клетки. 

Аналогичная трансформация происходила с  суб-
культурой 5-го и  16-го   пассажей. Титр вируса пред-
ставлен в таблице.

Клетки субкультуры почки козла (ПК) также отлича-
лись полиморфностью и крупными размерами (рис. 3а), 
ядра и ядрышки хорошо контрастировались. Цитопати-
ческое действие ВОО на этой субкультуре отличалось от 
предыдущего варианта. В терминальной стадии взаимо-
действия монослой значительно был разрежен. Только 
часть клеток приняла сферическую форму. Остальные 
клетки отличались высокой гранулярностью, деграда-
цией цитоплазмы и ядер (рис. 3б). После проморажива-
ния титр вируса был высоким (см. таблицу).

Первичные и субкультуры тестикул барана (ТБ) от-
личались от почечных преобладанием веретенообраз-
ных клеток (рис. 4а). Также они обладали повышенной 
гранулярностью и наличием внеклеточного матрикса 
 (соединительных белков). Цитопатическое действие 

Рис. 2. Монослой первичной культуры ПБ (а) и проявление ЦПД вируса оспы овец (б)

Таблица
Динамика накопления вируса оспы овец и вируса оспы коз в первичных  
и субкультивируемых клетках

Вид субкультуры 
или линии клеток

Титр вируса, lg ТЦД50/см3

ВОО ВОК

1 пассаж 5 пассаж 1 пассаж 5 пассаж

Почка барана 5,5 ± 0,25 5,5 ± 0,25 5,0 ± 0,25 6,0 ± 0,25

Тестикулы барана 5,0 ± 0,25 5,5 ± 0,25 5,5 ± 0,25 6,0 ± 0,25

Почка козленка 4,5 ± 0,25 6,0 ± 0,25 5,0 ± 0,25 6,5 ± 0,25

Тестикулы козленка 5,0 ± 0,25 6,0 ± 0,25 5,0 ± 0,25 5,0 ± 0,25

ЯДК-04 5,0 ± 0,25 5,5 ± 0,18 5,5 ± 0,25 6,0 ± 0,18

ба

Рис. 3. Монослой субкультивируемых клеток ПК (а) и проявление ЦПД вируса оспы овец (б)

ба
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ВОО на ТБ было схожим с  воздействием на ЯДК-04. 
Клетки отслаивались, принимали сферическую форму, 
соединялись в дуплеты. В оставшихся адгезированных 
веретенообразных клетках повышалась гранулярность 
(рис. 4б).

Субкультуры тестикул козленка (ТК) 2–5  пассажей 
были схожи по морфологии с культурой, в которой пре-
обладали эпителиоподобные клетки с  четкими ядра-
ми и  обилием хорошо контрастированных ядрышек 
(рис. 5а). Этот факт свидетельствует о значительной адге-
зии клеток (связь с субстратом). После воздействия ВОО 
основная масса клеток деадгезировалась. Сферические 
клетки собирались в дуплеты, а оставшиеся на подложке 
клетки собирались в псевдосинцитии. Границы ядерных 
оболочек уже не контрастировались (рис. 5б).

Как было отмечено выше, в процессе реализации 
эксперимента проводилось субкультивирование 
первично трипсинизированных клеток почки барана 
(ПБ). Для заражения вирусом использовали культуру 
не старше 5-го пассажа. На этом уровне сохранялся 
относительный полиморфизм культуры (рис. 6а). Ци-
топатическое действие ВОК на субкультуру ПБ было 

схожим с воздействием ВОО на ПБ (рис. 2б). Были за-
фиксированы менее интенсивные дегенеративные 
изменения, которые заключались в деадгезировании 
и образовании сферических агрегатов, а также в сохра-
нении значительного количества клеток на подложке. 
Оставшиеся адгезированные клетки образовывали 
псевдосинцитий (рис. 6б).

Вирус оспы коз на субкультуру тестикул барана (ТБ) 
(рис. 7б) действовал аналогично ВОО (рис. 4б). В резуль-
тате ЦПД сохраняется достаточное количество клеток 
на подложке, и в то же время значительные морфологи-
ческие дегенеративные изменения внутри цитоплазмы 
(вакуолизация и грануляция) свидетельствуют о терми-
нальной стадии ЦПД. Ядра и ядрышки при этом не кон-
трастируются из-за уплотнения клеток.

Субкультура почки козленка (ПК) отличается от дру-
гих культур крупными эпителиоподобными клетками 
с  четкими ядрами и  ядрышками (рис.  8а). Цитопати-
ческое действие ВОК на ПК было аналогичным воз-
действию ВОО (рис. 3б), только менее интенсивным 
и с сохранением неразрушенных ядер (рис. 8б), при 
этом формировался псевдосинцитий. Нужно отметить, 

Рис. 4. Монослой культуры клеток ТБ (а) и проявление ЦПД вируса оспы овец (б)

Рис. 5. Монослой субкультивируемых клеток ТК (а) и проявление ЦПД вируса оспы овец (б)

Рис. 6. Монослой субкультивируемых клеток ПБ (а) и проявление ЦПД вируса оспы коз (б)

ба

ба

ба

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ МРС ORIGINAL ARTICLES  | SMALL RUMINANTS DISEASES



39ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ИЮНЬ №2 (29) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, JUNE №2 (29) 2019

что ЦПД ВОК на ПК было не только более пролонги-
рованным – более 80 ч, но и с самым высоким титром 
(6,5 ± 0,25 lg ТЦД50/см3). 

Воздействие ВОК на субкультуру тестикул козленка 
(ТК) 2–5 пассажей (рис. 9б) было схожим с действием ви-
руса на культуру клеток ТБ (рис. 7б). По специфике ЦПД 
можно констатировать, что в первую очередь поража-
ются эпителиоподобные клетки первичной культуры 
и субкультур. Веретенообразные клетки собираются 
в тяжи, к концу терминальной стадии (72–96 ч) также 
деадгезируются и частично разрушаются.

Анализируя морфологические изменения клеточных 
культур в  результате цитопатического действия ВОО 
и  ВОК, были выявлены 2 типа поражения монослоя. 
Первый тип касается поражения субкультуры почки 
козленка обоими вирусами (рис. 3б, 8б). В этом случае 
на подложке остаются неразрушенные эпителиоподоб-
ные клетки, собранные в псевдосинцитий и деадгезиро-
ванные сферические клетки разного размера. Этот тип 
взаимодействия отличается от контроля по морфоло-
гии, но по титру полученного вируса он соответствует 
производственным критериям. Второй тип поражения – 

классический, который соответствует контрольным 
ориентирам при взаимодействии ВОО и ВОК с ЯДК-04. 
В результате этого взаимодействия множество клеток 
деадгезируются, частично агрегируются. Оставшиеся 
на подложке веретенообразные клетки теряют внутрен-
нюю структуру и после промораживания разрушаются.

Была выявлена очень важная закономерность: при 
пассировании субкультур характерная специфика 
ЦПД вирусов сохраняется. Крайним показателем было 
стандартное поражение субкультуры почки барана на 
5-м пассаже субкультивирования (рис. 2б).

По результатам биологической активности вирус-
ных материалов, полученных в реакции микротитро-
вания и представленных в таблице, можно утверждать, 
что вирусы оспы овец и оспы коз успешно репроду-
цируются в первичных и субкультивируемых клетках 
почек и тестикул ягненка и козленка. Эти данные со-
гласуются с результатами других исследователей. Так, 
В. Н. Иванющенков и соавт. [5] применяли первичную 
культуру ткани почки овцы для получения вирусвак-
цины против оспы овец. В. И. Диев с соавт. [4] также 
успешно использовали первичную культуру ткани 

Рис. 7. Монослой субкультивируемых клеток ТБ (а) и проявление ЦПД вируса оспы коз (б)

Рис. 8. Монослой субкультивируемых клеток ПК (а) и проявление ЦПД вируса оспы коз (б)

Рис. 9. Монослой субкультивируемых клеток ТК (а) и проявление ЦПД вируса оспы коз (б)
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почек овцы при работе с вакцинным штаммом вируса 
оспы овец. М. С. Кукушкина [6] репродуцировала виру-
сы оспы овец и оспы коз в первичной культуре ткани 
почки овцы с активностью 4,75–5,0 lg ТЦД50/мл.

Субкультуры первичных клеток ткани почки и  те-
стикул ягненка могут использоваться для получения 
производственных партий вирусов, но чаще всего при-
меняются исследователями как промежуточный этап 
культивирования вирусов или же при первичном вы-
делении вирусов из патологических материалов. В от-
дельных случаях вирусы хорошо восстанавливались 
в субкультуре клеток, а в некоторых их размножение 
постепенно уменьшалось. В. А. Сергеев [8] после ана-
лиза большого количества исследований по выращива-
нию вирусов животных в перевиваемых линиях и суб-
культурах клеток тканей приходит к выводу, что клетки 
в перевиваемых клеточных линиях более стабильны по 
своим свойствам, чем клетки субкультур, и предполага-
ет, что это происходит благодаря более интенсивному 
метаболизму. 

Результаты изучения репродукции ВОО и ВОК в суб-
культуре тканей почек и тестикул ягненка и козленка, 
представленные в настоящем исследовании, показали, 
что эти вирусы накапливаются в испытанных субкульту-
рах в значительных количествах и не снижают уровень 
накопления в течение 5 пассажей (срок наблюдения), 
инфекционная активность вирусов за этот период уве-
личивается на 0,5–1,0 lg ТЦД50/см3. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе проведено изучение возмож-

ности репродукции вирусов оспы овец и  оспы коз 
в первичных и субкультивируемых клетках почек и те-
стикул ягненка и козленка. Производственные штаммы 
«ВНИИЗЖ» вируса оспы овец и «ВНИИЗЖ 2003» вируса 
оспы коз успешно продуцировались как в первичной, 
так и в последующих пяти субкультивируемых пассажах 
клеток почек и тестикул ягненка и козленка. Получен-
ные результаты по использованию субкультуры клеток 
тканей для выращивания указанных вирусов будут ис-
пользованы в целях стабилизации производства вак-
цин против оспы овец и оспы коз, которые актуальны 
в настоящее время.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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