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РЕФЕРАТ 
При получении вируссодержащего материала метапневмовирусной инфекции птиц (МПВИ) на 

культуре клеток Vero особое внимание надо уделять составу ростовых и поддерживающих питатель-
ных сред, поскольку их компоненты непосредственно влияют на пролиферацию и жизнеспособность 
клеточной культуры, а, значит, и на качество получаемого целевого продукта. 

Для культуры клеток Vero основной питательной средой является среда DMEM, в которую вносят 
различные дополнительные компоненты. В ростовую среду принято вносить до 10% фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС). Что касается поддерживающей среды, то вопрос необходимости внесения в неё сы-
воротки крови крупного рогатого скота (КРС) не имеет однозначного решения. Поскольку финансовые 
затраты на питательные среды оказывают существенное влияние на себестоимость конечной продук-
ции, то необходимо анализировать экономическую целесообразность использования того или иного 
компонента, в связи с чем нами была изучена роль сыворотки крови КРС (ФБС и сыворотки крови 
КРС) в технологии получения вируса МПВИ. 

В результате проведенных исследований было выявлено, что в ростовой среде для культуры клеток Vero 
можно заменить ФБС на сыворотку крови КРС при проведении не более чем двух последовательных пере-
севов. Однако если культура клеток Vero будет пересеваться более двух раз, то такая замена невозможна, 
поскольку уже в 3-4 пассаже наблюдаются признаки снижения скорости деления клеток и дегенерации кле-
точной культуры. В клеточном слое отмечается большое количество пустот и округлившихся клеток, что 
делает невозможным его использование для культивирования вирусов или дальнейшего пересева. 

Также было установлено, что при культивировании вируса МПВИ на культуре клеток Vero опти-
мальной для использования является поддерживающая среда DMEM, содержащая 2% сыворотки крови 
КРС, поскольку она обеспечивает получение вируссодержащего материала с более высокой инфекци-
онной активностью, по сравнению со средой DMEM, которая вообще не содержит или содержит 10 % 
сыворотки крови КРС. 

Ключевые слова: сыворотка крови крупного рогатого скота, культуральные среды, культура 
клеток VERO, метапневмовирусная инфекция птиц. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Перевиваемая культура клеток Vero широко ис-

пользуется в биотехнологии с целью получения вирус-
содержащего материала (ВСМ) для изготовления вак-
цин и диагностических наборов [1, 2]. Именно на этой 
клеточной культуре получают ВСМ для производства 
вакцин против метапневмовирусной инфекции птиц. 
МПВИ – это болезнь, которая вызывает острые воспа-
лительные процессы в слизистых оболочках верхних 
дыхательных путей [1, 3], чем повышает восприимчи-
вость птиц к возбудителям других болезней и способ-
ствует развитию ассоциированных форм течения ин-
фекций и проявлению респираторного синдрома [4, 5]. 

При получении культурального ВСМ МПВИ од-
ним из самых важных элементов технологического 
процесса является правильно подобранная питатель-
ная среда, поскольку её компоненты непосредственно 
влияют на пролиферацию и жизнеспособность клеточ-
ной культуры, а, значит, и на качество получаемого 
целевого продукта [6]. 

Для культуры клеток Vero основной пита-
тельной средой является среда DMEM, однако в 
неё вносят различные дополнительные компо-
ненты, в том числе и сыворотку крови животных, 
которая оказывает стимулирующий эффект на 
пролиферацию клеток [1, 6]. С этой целью 
наиболее часто используют эмбриональную 
(фетальную) бычью сыворотку (ФБС), а также 
сыворотку крови крупного рогатого скота (КРС). 
При этом, согласно имеющимся в литературе 
рекомендациям, в ростовую питательную среду 
необходимо добавлять до 10% фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС) от общего объема среды 
ДМЕМ. Что же касается вопроса необходимости 
добавления сыворотки крови КРС в поддержива-
ющую питательную среду, то он остается откры-
тым, так как в данные о необходимости ее внесе-
ния разнятся [6, 7]. 

Поскольку финансовые затраты на питатель-
ные среды оказывают существенное влияние на 
себестоимость конечной продукции, то необхо-
димо анализировать экономическую целесооб-
разность использования того или иного компо-
нента [1, 2, 6]. В связи с этим особый интерес 
представляет вопрос возможности замены в ро-
стовой среде для культуры клеток Vero ФБС, 
обладающей высокой стоимостью, на более де-
шевую сыворотку крови КРС, а также вопрос 
необходимости добавления сыворотки крови 
КРС в поддерживающую среду. 

Целью работы было изучить роль сыворотки 
крови КРС в технологии получения вируса 
МПВИ. Для решения поставленной цели нами 
были определены две задачи. Первая – изучить 
возможность использования в ростовой среде 
для культуры клеток Vero сыворотки крови КРС 
вместо ФБС, вторая – определить целесообраз-
ность внесения в поддерживающую среду сыво-
ротки крови КРС при культивировании на куль-
туре клеток Vero вируса МПВИ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для решения первой поставленной задачи 

использовали шесть культуральных флаконов 
(матрасов) площадью 25см2, в которых в термо-
стате в течение нескольких суток при температу-
ре (37,5±0,5)°С выращивали монослой культуры 

клеток Vero. В первых трех матрасах для культи-
вирования культуры клеток применяли питатель-
ную среду ДМЕМ, содержащую 10% сыворотки 
крови КРС (опыт), а в других трех - среду 
ДМЕМ, содержащую 10% ФБС (контроль). 

Контроль формирования монослоя проводили 
ежедневно с помощью световой микроскопии. 

После формирования в матрасах полноценно-
го клеточного монослоя в виде плотно прилегаю-
щих друг к другу клеток полигональной формы 
из каждого матраса, индивидуально, проводили 
пересев клеток в отдельный новый матрас 
(второй пассаж) и выращивали культуру клеток 
Vero при тех же условиях с использованием ана-
логичных культуральных ростовых сред, как при 
первичном посеве (первом пассаже). Коэффици-
ент пересева составлял 1:5. 

Для изучения целесообразности внесения в 
поддерживающую культуральную среду сыво-
ротки крови КРС при культивировании вируса 
МПВИ на культуре клеток Vero использовали 
три культуральных флакона, в которых в термо-
стате в течение 72 ч при t (37,5±0,5)°С выращи-
вали монослой культуры клеток Vero. 

Во всех флаконах полученный клеточный 
монослой промывали фосфатно-буферным рас-
твором, после чего вносили метапневмовирус 
птиц штамма PV03-В в дозе 0,1 ТЦД50 на клетку, 
а затем поддерживающую среду DMEM, причем 
в первый флакон добавляли среду DMEM, содер-
жащую 10% сыворотки крови КРС, во второй – 
2% сыворотки крови КРС, а в третий флакон без 
содержания сыворотки. 

Зараженные культуры клеток культивировали 
стационарно в термостате при t (37,5±0,5)°C, пе-
риодически проводя световую микроскопию. 
Через 72 часа, при появлении в клеточном моно-
слое выраженного цитопатического действия 
(ЦПД) вируса, содержимое каждого флакона ин-
тенсивно встряхивали и отбирали пробы ВСМ 
для определения титра инфекционной активно-
сти метапневмовируса. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
При учете результатов сравнительного испы-

тания ФБС и сыворотки крови КРС было уста-
новлено, что после первого посева культуры кле-
ток Vero во всех шести матрасах через 72 часа 
наблюдали образование клеточного монослоя в 
виде плотно прилегающих друг к другу клеток 
полигональной формы. После проведения второ-
го пассажа культуры клеток так же, как и при 
первичном посеве, в независимости от компо-
нентного состава используемой ростовой среды, 
через 72 часа при микрокопировании во всех 
шести матрасах наблюдали образование полно-
ценного монослоя. 

Однако после проведения третьего пассажа в 
одном из опытных матрасов, в котором исполь-
зовалась среда ДМЕМ, содержащая 10% сыво-
ротки крови КРС, через 72 часа наблюдали при-
знаки снижения скорости деления клеток и деге-
нерации клеточной культуры. Монослой имел 
большое количество пустот и округлившихся 
клеток. Согласно нормативной документации, 
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использовать такой клеточный монослой для 
культивирования вирусов и дальнейшего пересе-
ва недопустимо. При этом в двух оставшихся 
опытных, а также в трех контрольных матрасах 
был получен полноценный клеточный монослой, 
поэтому культуру клеток из этих матрасов вновь 
пересеяли. После культивирования четвертого 
пассажа в монослое всех опытных матрасов 
наблюдались признаки дегенерации, в связи с 
чем дальнейшего их пассажирования не проводи-
ли. При этом в опытных матрасах был получен 
полноценный монослой. 

Изучение результатов культивирования виру-
са МПВИ при наличии в поддерживающей куль-
туральной среде сыворотки крови КРС показало, 
что полученный 72-часовой монослой культуры 
клеток Vero до инфицирования имел вид плотно 
прилегающих полигональных клеток. Спустя 72 
ч после заражения метапневмовирусом птиц 
штамма PV03-В во всех трех флаконах в культу-
ре клеток наблюдали выраженное ЦПД вируса, 
которое проявлялось разрушением целостности 
монослоя, округлением клеток и образованием 
симпластов. Это послужило основанием для от-
бора из флаконов проб ВСМ. 

При определении инфекционной активности 
метапневмовируса в пробе ВСМ из первого фла-
кона, содержащего в питательной среде 10% сы-
воротки крови КРС, титр вируса составил – 7,0 
lgТЦД50/см

3; в пробе из второго флакона, содер-
жащего 2% сыворотки – 7,5 lgТЦД50/см

3, а в пробе 
из третьего флакона, в котором отсутствовала 
сыворотка – 7,0 lgТЦД50/см

3. 

ВЫВОДЫ 
1. Использование сыворотки крови КРС вместо 
ФБС в качестве компонента ростовой среды для 
культуры клеток Vero возможно при проведении 
не более чем двух последовательных пересевов. 
2. При культивировании вируса МПВИ на куль-

туре клеток Vero поддерживающая среда DMEM, 
содержащая 2% сыворотки крови КРС, обеспечи-
вает получение ВСМ с более высокой инфекци-
онной активностью, по сравнению со средой 
DMEM, которая вообще не содержит или содер-
жит более высокую концентрацию (10 %) сыво-
ротки крови КРС. 
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When obtaining virus-containing material of avian metapneumovirus infection (MPVI) on Vero cell culture, special 
attention should be paid to the composition of growth and supporting nutrient media, since their components directly affect 
the proliferation and viability of the cell culture, and hence the quality of the resulting target product. 

For Vero cell culture, the main nutrient medium is the DMEM medium, into which various additional components are 
added. It is customary to add up to 10% of fetal bovine serum (FBS) to the growth medium, as for the supporting medium, 
the question of the need to add blood serum of cattle (cattle) to it does not have an unambiguous solution. Since the finan-
cial costs of nutrient media have a significant impact on the cost of the final product, it is necessary to analyze the econom-
ic feasibility of using one or another component, in connection with which we have studied the role of blood serum of cat-
tle (FBS and blood serum of adult cattle) in the technology of obtaining the MPVI virus. 

As a result of the conducted studies, it was revealed that in the growth medium for Vero cell culture, it is possible to 
replace FBS with blood serum of adult cattle with no more than two consecutive passages. However, if the Vero cell cul-
ture is replanted more than twice, then such a replacement is impossible, since already in the 3-4 passage there are signs of 
a decrease in the rate of cell division and cell culture degeneration. A large number of voids and rounded cells are noted in 
the cell layer, which makes it impossible to use it further for the cultivation of viruses or further replanting. 

It was also found that when cultivating the MPVI virus on a Vero cell culture, the DMEM maintenance medium containing 
2% of cattle blood serum is optimal for use, since it ensures the production of virus-containing material with higher infectious 
activity compared to the DMEM medium, which does not contain or contains 10% of cattle blood serum at all. 

Key words: bovine blood serum, nutr ient medium, VERO cell culture, avian metapneumovirus infection.  
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ЭПИЗООТИЧЕСКАЯ СИТУАЦИЯ ПО САЛМОНЕЛЛЕЗУ 
В ПЧЕЛОВОДЧЕСКИХ ХОЗЯЙСТВАХ 

СЕВЕРО-ВОСТОЧНЫХ РАЙОНОВ АЗЕРБАЙДЖАНА 

Гюлалыева Ф.Р. 
Азербайджанский Ветеринарный Научно-Исследовательский Институт, Азербайджан 

РЕФЕРАТ 
Статья посвящена изучению сальмонеллеза пчел в пчеловодческих хозяйствах северо-восточных 

районов Азербайджана. В результате исследований, проведенных 2013-2021 гг. в пчеловодческих хо-
зяйствах северо-восточных районов Азербайджана установлено, что сальмонеллез имеет широкое рас-
пространение и причиняет пчеловодству существенный экономический ущерб. Исследования проводи-
лись в пчеловодческих хозяйствах у пчел гонагкендской популяции боздагской кавказской породы 
Aphis mellifera caucasica Gorb. Исследования подвергнуты 720 пчелиных семей. Зараженность в Гусар-
ском районе составляет 62,5%, в Хачмазском-37,5%, в хозяйствах Губинском -75,0%. Так, в Хачмаз-
ском районе зараженность сальмонеллезом составляет - 37,5 %, в Гусарском районе - 62,5 %, и в Гу-
бинском районе- 75,0 %. Изучена сезонная динамика, степень распространения инвазии по высотным 
поясам в зависимости от силы пчелиных семей. В зависимости от силы пчел динамика сальмонеллеза в 
пчелиных семьях ослабевает с потеплением погоды, то есть с марта по май. Так, в мае средняя зара-
женность в семьях слабого питания составляет 18,47%, в семьях среднего питания - 12,77%, в семьях 
сильного питания- 10,53%. Распространение и развитие сальмонеллеза обратно пропорциональна по-
вышению температуры окружающей среды. 

Ключевые слова: пчела, сальмонеллёз, исследование, питательные среды, посев, пасека, распростра-
нение, температура, пчелиная сила, питание, заражение, эпизоотология, сезонная динамика, мед, хозяйство. 

ВВЕДЕНИЕ 
Пчеловодство-одна из очень прибыльных 

отраслей сельского хозяйства, которая занимает-
ся разведением пчел с целью получения меда - 
экологически чистого пищевого продукта, 
пчелиного яда, широко используемого в 
медицине для лечения многих заболеваний, 
пчелиного воска, цветочной пыльцы, прополиса, 
пчелиного молока и ряда других продуктов.  

В современную эпоху интенсификации польза от 
пчелоопыления энтомофильных (насекомоопыляемых) 
растений- плодово-ягодных, бахчевых, кормовых, 
технических и других сельскохозяйственных растений - 
в повышении их продуктивности выше, чем польза, 
обеспечиваемая пасекой в период сезона.  Благодаря 
пчелиному опылению обеспечивается сохранение 
биоразнообразия, восстановливается экологический 
баланс, значительно повышается урожайность 
растений, а также повышается качество плодов и семян. 

Одним из заболеваний, препятствующих 
развитию пчеловодства, является сальмонеллез, 
который широко распространен, как в 
Азербайджане, так и во всем мире. Ряд ученых 

внесли большой вклад в изучение 
биоэкологических особенностей сальмонеллеза, 
физиологии, продуктивности и болезней 
медоносных пчел в нашей республике и разработке 
лечебно-профилактических мер борьбы [2,4,5].  

Несмотря на это, исследований по эпизоотологии 
сальмонеллеза в пчеловодческих хозяйствах северо-
восточных районов республики до наших 
исследований практически не проводилось.  

С этой целью изучение эпизоотической 
ситуации сальмонеллеза медоносных пчел на 
северо-восточной части Азербайджана по 
вертикальным поясам имеет большое научное и 
практическое значение.   

Учитывая это, в 2014-2021 годы нами проведена 
научно-исследовательская работа с целью изучения 
эпизоотической ситуации, диагностики сальмонел-
леза, клинических признаков и ряда других 
биоэкологических особенностей распространения 
сальмонеллеза в пчеловодческих хозяйствах северо-
восточного региона.  
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