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Африканская чума свиней (АЧС) является одной из наиболее 

значимых и трудно контролируемых болезней домашних и диких свиней. 

Свойства вируса, обуславливающие особенности эпизоотологии, 

патогенеза, иммуногенеза, в сочетании с отсутствием эффективных вакцин 

[7,12], превращают африканскую чуму свиней в глобальную угрозу 

свиноводству. Единственно эффективными средствами контроля болезни 
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до настоящего времени являются быстрая диагностика в специально 

оснащенных центрах, уничтожение свинопоголовья в очагах, жесткое 

карантинирование неблагополучных территорий [2,5,6]. Разработка и 

совершенствование эффективных мер борьбы с АЧС требуют дальнейшего 

многостороннего изучения этой болезни и ее возбудителя.  

При проведении молекулярно – генетических исследований с 

возбудителями вирусных болезней, а также при разработке вакцинных и 

диагностических препаратов широко используют культуральный 

вируссодержащий материал, который, как правило, получают в 

перевиваемых культурах клеток. Учитывая имеющиеся в литературе 

сведения о размножении вируса африканской чумы свиней в первичных 

культурах клеток (культура костного мозга свиней, лейкоцитов свиней, 

альвеолярных макрофагов легкого свиньи, почек свиньи) [3, 9, 11, 13] 

были проведены исследования по адаптации вируса АЧС к первичным и 

перевиваемым культурам клеток. 

Материалы, оборудование. 

 В работе использовали изоляты вируса АЧС, выделенные от 

больных и павших свиней в Волгоградской, Ставропольской, 

Астраханской, Мурманской областях, республике Кабардино-Балкария. 

Вирус африканской чумы свиней штамм Ставрополь в виде 

вируссодержащей крови и культурального вируса, прошедшего 16 

пассажей в культуре клеток костного мозга свиней, с активностью 7,0-7,5 и 

6,0-6,5 lg ГАЕ50/см3 соответственно; первичные культуры клеток костного 

мозга свиней (КМС), лейкоцитов свиней (ЛС); перевиваемые культуры 

клеток: почки сибирского горного козерога (ПСГК – 60), почки свиньи (РК 

– 15), почки африканской зеленой мартышки (Vero, CV - 1), получены из 

музея клеточных культур ГНУ ВНИИВВиМ РАСХН, А4С2 – гибридная 

линия клеток СПЭВ с лейкоцитами свиньи, получена из ГНУ ВИЭВ 

РАСХН; среда ИГЛА-МЕМ, 0,1% ГЛА на солевом растворе Эрла, 
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сыворотка крови свиньи, сыворотка крови крупного рогатого скота, 

фетальная сыворотка крови теленка, ФИТЦ – коньюгат, чашки карреля, 96 

– луночный культуральный планшет. 

Методы.  

Клетки КМС получали из эпифизов крупных трубчатых костей 

(бедренной, берцовой, лучевой, плечевой, тазовых костей, позвонков), 

лейкоциты свиней – из дефибрированой крови здоровых подсвинков 

живой массой 30-45 кг [1]. Культивирование вируса АЧС в первичных 

культурах клеток КМС и ЛС проводили без адсорбции вируса на клетках и 

смены питательной среды, множественность заражения составляла 0,1-0,5 

ГАЕ/кл. Инкубировали зараженную культуру 4 – 5 суток при 37 0С. 

Инфекционную активность исследуемых материалов определяли 

титрованием в культуре клеток КМС и ЛС общепринятым методом. Учет 

титрования проводили по феномену ГАд, основанному на адсорбции 

эритроцитов свиней на инфицированных вирусом АЧС клетках.  

При адаптации вируса к перевиваемым культурам клеток 

использовали односуточную культуру, выращенную в пластиковых 

флаконах или чашках Карреля. Адаптацию проводили общепринятым 

методом с использованием адсорбции вируса в течение 60 минут и 

заменой ростовой питательной среды на поддерживающую среду с 2% 

сыворотки крови крупного рогатого скота и свиньи с последующим 

культивированием в течение 5 – 7 дней. В конце периода инкубации 

инфицированную культуру замораживали и оттаивали, чтобы разрушить 

структуру клеток и обеспечить полный выход вируса [4,8].  

Результат. 

При отработанных условиях культивирования исследуемые изоляты 

вируса АЧС размножались в культурах клеток КМС и ЛС без адаптации с 

проявлением гемадсорбции, которая характеризовалась многослойным 

прикреплением к пораженным клеткам эритроцитов свиней, в результате 
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чего они напоминали вид «красных ягод малины». В течение первых 24-48 

часов эритроциты прочно удерживались на клетках и не отделялись при 

встряхивании.  Через 48 – 72 часа после проявления гемадсорбции 

наблюдали лизис инфицированных клеток. Титр вируса в исходных, 

поступивших на исследование материалах варьировал от 1,5 до 5,0 lg 

ГАЕ50/см3. В последующих пассажах накопление вируса АЧС в этих 

культурах достигало 6,0-7,0 lg ГАЕ50/см3.  

У изолята Североморск, выделенного в Мурманской области, титр 

вируса был несколько выше и на уровне 3-го пассажа достигал 7,5 lg 

ГАЕ50/см3 (рис. 1).  
 

 
Рис.1. Накопление штаммов вируса АЧС в клетках КМС и ЛС. 

 

Оптимальными условиями выращивания вируса АЧС в культурах 

клеток костного мозга и лейкоцитов свиней являлись: посевная 

концентрация клеток 3,0-3,5 млн/см3 (костный мозг) и 6,0-7,0 млн/см3 

(лейкоциты); питательная среда 0,1% ГЛА на солевом растворе Эрла с 

10,0% сыворотки крови свиней; длительность выращивания культуры 

клеток до заражения 48-72 часа; множественность заражения 0,1-0,5 

ГАЕ/кл без адсорбции вируса на клетках и смены питательной среды; 

культивирование вируса при 37 0С 96-120 час. При этих параметрах 
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выращивания накопление вируса АЧС в культурах КМС и ЛС составляло 

6,5-7,0 lg ГАЕ50/см3. 

Для адаптации вируса АЧС к перевиваемым культурам клеток на 

первом этапе использовали вирус  в виде вируссодержащей крови. Однако 

он не размножался в перевиваемых культурах клеток в течение 10 

последовательных пассажей. Поэтому в дальнейших исследованиях 

использовали вирус АЧС, прошедший 16 пассажей в культуре клеток 

КМС. 

Вирус АЧС при использовании поддерживающей среды с 

сывороткой крови крупного рогатого скота не размножался. В дальнейшем 

использовали поддерживающую среду, содержащую 2% сыворотки крови 

свиньи. 

В процессе репродукции вируса АЧС на уровне 4-го пассажа на 5 

день инкубации в зараженной культуре клеток А4С2 образовывались тяжи, 

в то время как в контрольной культуре изменения не обнаруживали. С 

седьмого пассажа цитопатогенное действие вируса характеризовалось 

образованием тяжей на 4 сутки, на 6-7 день – округлением клеток. С 9 

пассажа в зараженной культуре клеток уменьшилась интенсивность 

образования тяжей, преобладало округление клеток, увеличение 

межклеточного пространства. На уровне 14 - 16 пассажей цитопатогенное 

действие характеризовалось округлением клеток, образованием 

агломератов и отслоением клеток от субстрата. Последующие пассажи 

характеризовались на 2 - 3 день инкубации вируса округлением клеток, 

увеличением межклеточного пространства, клетки увеличивались в 

размере, теряли митотическую активность; на 4 - 5 день клетки 

отслаивались от субстрата, поражение монослоя составляло 70-80% (рис. 

2). С 18 пассажа длительность инкубации составляла 4 – 5 суток.  
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Рис. 2. Цитопатогенное действие вируса АЧС штамм Ставрополь в 

перевиваемой культуре клеток А4С2: А) нормальная культура клеток; Б) 

инфицированная культура клеток 3 день после заражения; В) 

инфицированная культура клеток 4 день после заражения; Г) 

инфицированная культура клеток 5 день после заражения. 

Прошедший более 20 пассажей вирус АЧС размножался в 

перевиваемой культуре клеток А4С2 с использованием поддерживающей 

среды Игла – МЕМ с 2% фетальной сыворотки крови теленка, не теряя  

своей вирусной активности. Однако срок инкубации увеличился до 7 суток 

и изменился характер ЦПД, которое характеризовалось образованием 

тяжей, состоящих из округлых клеток, образованием окон с последующей 

гибелью клеток и  отслоением их от субстрата. Максимальные 

деструктивные изменения наблюдали на 6 – 7 сутки культивирования. 

Одним из характерных свойств вируса АЧС является способность 

образовывать гемадсорбцию на инфицированных клетках КМС и ЛС. 

Однако в перевиваемых культурах вирус АЧС размножался без 

проявления гемадсорбции. Так как перевиваемая культура клеток А4С2 
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является гибридной линией клеток СПЭВ и лейкоцитов свиньи, то была 

изучена способность вируса к гемадсорбции в данной культуре. При 

добавлении 0,5 % взвеси эритроцитов свиней к инфицированной культуре 

клеток А4С2 на 2 – 3 день инкубации через 24 – 48 часов на поверхности 

инфицированных вирусом АЧС клетках отмечали «плотную» 

гемадсорбцию (рис. 3).  

 

 
Рис. 3. Гемадсорбция на перевиваемой культуре клеток А4С2: А) 

нормальная культура клеток; Б) зараженная культура клеток. 

 На уровне 7-8  пассажей штамм Ставрополь при аналогичных 

условиях культивирования вызвал ЦПД в перевиваемых культурах клеток 

РК-15 и ПСГК-60, ЦПД характеризовалось разрушением клеток, 

образованием «окон» в монослое.  

В культуре клеток CV - 1 штамм Ставрополь не вызывал ЦПД в 

течение 15 последовательных пассажей. 

Вирус АЧС, прошедший более 20 пассажей в перевиваемой культуре 

клеток А4С2, вызывал с первого пассажа ЦПД в культурах как 

гомологичного (ПСГК, РК – 15), так и гетерологичного происхождения 

(CV - 1, Vero) (рис. 4).  
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Рис. 4. Цитопатогенное действие вируса АЧС штамм Ставрополь в 

перевиваемых культурах клеток. Нормальная культура клеток: А – CV; В - 

ПСГК – 60; Д - РК – 15; зараженная культура клеток: Б – CV; Г - ПСГК – 

60; Е – РК – 15. 

Накопление вируса определяли титрованием в культурах клеток 

КМС и ЛС или в реакции прямой иммунофлуоресценции (РПИФ). Титр 

вируса рассчитывали по методу Рида и Менча и выражали в lg ГАЕ50/см3 

или БОЕ50/см3 [8, 10]. 

В процессе адаптации к перевиваемой культуре клеток А4С2 в 

первых пассажах отмечали снижение титра вируса с 6,0 до 2,0 lg ГАЕ50/см3 

(на уровне 6 пассажа), с 7 по 12 пассаж титр вируса увеличивался, а с 14 

пассажа оставался стабильным и составлял 6,0 - 6,5 lg ГАЕ50/см3. В 

перевиваемых культурах клеток ПСГК – 60, РК – 15 титр вируса был на 1,5 

– 2 lg ГАЕ50/см3 ниже. 

Вирус АЧС в инфицированной культуре клеток РПИФ не 

обнаруживали со 2 по 10 пассажи. Однако  с нарастанием титра вируса 

увеличивалось количество инфицированных клеток, показанных РПИФ. 

При определении титра вируса его значение, как правило, было на 1,0 – 1,5 

lg ниже, чем определяемый в реакции гемадсорбции. 
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Заключение. 

Таким образом, для адаптации вируса АЧС к перевиваемым 

культурам клеток необходимо проведение пассажей вируса в первичных 

культурах клеток КМС или ЛС с применением поддерживающей среды с 

сывороткой крови свиньи. При адаптации к перевиваемым культурам 

клеток гомологичного (А4С2, ПСГК-60, РК-15) и гетерологичного (CV - 1) 

происхождения, установлено, что наиболее пермиссивной линией клеток 

является линия А4С2. Получен адаптированный вариант вируса АЧС 

штамм Ставрополь в культуре клеток А4С2, прошедший более 30 пассажей. 

Полученное на его основе сырье может быть использовано для проведения 

вирусологических и молекулярно-генетических исследований с этим 

возбудителем. 
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