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В связи с многообразием и разносторонностью экономических и туристических связей с 
ближним и дальним зарубежьем не исключен случайный, а иногда и целенаправленный занос на 
территорию Российской Федерации возбудителей экзотических инфекций, в том числе болезни 
Акабане. Болезнь Акабане — вирусная трансмиссивная инфекция, периодические вспышки кото-
рой сопровождаются абортами, рождением мертвых, недоношенных или имеющих врожденные 
уродства (артрогрипоз, водянка головного мозга) телят, ягнят и козлят. Вирус болезни Акабане 
может персистировать как в организме животных, так и in vitro в перевиваемых культурах кле-
ток. Во Всероссийском НИИ ветеринарной вирусологии и микробиологии была изучена чувстви-
тельность перевиваемой культуры клеток почки африканской зеленой мартышки (СV-1) к вирусу 
болезни Акабане. В этой культуре вирус болезни Акабане вызывал цитопатические изменения, 
выражающиеся в округлении клеток с цитолизом и отслоением клеточного монослоя через 48 ч 
после заражения. В представляемой работе впервые показано, что вирус болезни Акабане ин-
дуцирует цитоморфологические изменения в первичной диплоидной культуре клеток синови-
альной мембраны ягненка, полученной по оригинальной методике, и эта культура пригодна для 
его накопления в титре, достаточном для проведения исследований и диагностики. Ранее со-
общалось, что культура клеток синовиальной мембраны ягненка чувствительна к лентивирусам 
мелких жвачных: вирусу артрита-энцефалита коз и вирусу Visna Maedi овец. Культуру клеток 
получали методом выращивания тканевых эксплантатов синовиальной мембраны ягненка. Моно-
слой клеток заражали вирусом болезни Акабане. Цитопатическое действие вируса болезни Ака-
бане регистрировали на 4-е сут после заражения. Оно характеризовалось образованием симпла-
стов, которые за счет слияния инфицированных клеток увеличивались в размере на 5-6-е сут. 
Активность вируса болезни Акабане штамма В8935 составила 5,0±0,25 lg ТЦД50/см3, штамма Р — 
6,0±0,25 lg ТЦД50/см3. До трех пассажей, а также после замораживания первичная культура 
клеток сохраняла вируспродуцирующую активность, а вирус болезни Акабане — инфекционные 
свойства. Клетки синовиальной мембраны ягненка можно пересевать повторно при культивирова-
нии, а избыток диплоидной культуры, как и перевиваемые клетки, — консервировать заморажи-
ванием, восстанавливая по мере необходимости. При этом целесообразно использовать штамм 
диплоидных клеток синовиальной мембраны ягненка. Еще одно преимущество получаемой само-
стоятельно первичной культуры клеток синовиальной мембраны ягненка по сравнению с клеточ-
ными линиями обезьян в том, что последние служат источником вируса герпеса В.  
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В связи с расширением экономических связей России с ближним и 
дальним зарубежьем и развитием туризма возможно случайное проникнове-
ние возбудителей экзотических инфекций на территорию нашей страны. 
Кроме того, из-за проявлений международного терроризма реальную угрозу 
представляет биологический терроризм — целенаправленный занос возбуди-
телей опасных инфекций. К их числу относится вирус болезни Акабане — 
трансмиссивное заболевание, периодические вспышки которого сопровож-
даются абортами, рождением мертвых, недоношенных или имеющих врож-
денные уродства (артрогрипоз, водянка головного мозга) телят (1-4), ягнят и 
козлят (5). Антитела к вирусу болезни Акабане обнаружены у буйволов, 
лошадей, верблюдов, свиней, обезьян (6-8). Описано энцефалитное дей-
ствие вируса болезни Акабане на мышей, хомячков, морских свинок и ку-
риные эмбрионы (9, 10). Вирус не оказывает патологического воздействия 
на организм человека, но в Японии у нескольких человек были обнаруже-
ны задерживающие гемагглютинацию антитела к вирусу Акабане (11). 
Инфекционный агент заболевания относится к роду Orthobunyavirus се-
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мейства Bunyaviridae серологической группы Симбу, в которую входят ви-
русы болезней Айно, Шамонда, Шмалленберга (12).  

Вирус болезни Акабане передается через клещей и комаров, что 
обеспечивает формирование стойких природных очагов в суровых клима-
тических условиях и создает возможность расширения круга позвоночных 
хозяев. Длительное сохранение вирусной популяции в восприимчивых по-
звоночных способствует быстрому распространению болезни среди диких и 
домашних животных в благоприятный для кровососущих насекомых клима-
тический период (13). Вирус болезни Акабане выделен от животных на 
территории  Японии (14, 15), Израиля (16), Кореи (17-19), Австралии (20), 
Турции (21), на Кипре (22), в Cирии (23), Судане (24), Кении (25). Широ-
кое распространение, высокая контагиозность и причиняемый экономиче-
ский ущерб — причины, по которым необходимо изучение и контроль 
этого патогена. Основной лабораторной моделью при исследовании виру-
сов животных служат перевиваемые культуры клеток, а в их отсутствие — 
первичные культуры.  

Вирус болезни Акабане способен персистировать как в организме 
животных, так и in vitro в перевиваемых культурах клеток. В разное время 
в ряде зарубежных работ сообщалось, что к вирусу болезни Акабане чув-
ствительны перевиваемые культуры клеток легких хомячка (HmLu-1), 
почки африканской зеленой мартышки (Vero), почки новорожденного си-
рийского хомячка (BHK-21-W12), почки свиньи (РК-15), почки кролика 
(RK-13), почки эмбриона теленка (BEK) (26-28).   

В Российской Федерации исследования вируса болезни Акабане, 
проводились только во Всероссийском НИИ ветеринарной вирусологии и 
микробиологии (ВНИИВВиМ). Была охарактеризована морфология этого 
патогена (29), разработан метод ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-
ПЦР) для выявления генома вируса болезни Акабане (30), изучена чув-
ствительность к вирусу у культуры клеток Vero (31) и почки африканской 
зеленой мартышки СV-1 (32).  

В российских коллекциях имеются перевиваемые культуры клеток, 
чувствительные к вирусу Акабане. Однако в качестве альтернативы важно 
располагать чувствительными первичными культурами клеток (с доказа-
тельством их преимуществ или выявлением недостатков), которые могут 
быть получены в любой оборудованной лаборатории. Во ВНИИВВиМ за-
патентован и депонирован (33) штамм диплоидных клеток синовиальной 
мембраны ягненка Ovis aries, который используется для создания первич-
ной культуры. Отмечается, что эта культура стабильна по биологическим 
характеристикам (33) и на ранних пассажах чувствительна (как и субкуль-
туры) к лентивирусам мелких жвачных — вирусу артрита-энцефалита коз и 
вирусу Visna Maedi овец (33, 34).  

В представляемой работе впервые показано, что вирус болезни Ака-
бане вызывает цитоморфологические изменения в диплоидной культуре 
клеток синовиальной мембраны ягненка, полученной по разработанной ра-
нее методике (34). Эта культура пригодна для накопления вируса в титре, 
достаточном для проведения исследований и диагностики.  

Мы оценили первичную культуру клеток синовиальной мембраны 
ягненка в качестве лабораторной модели для накопления и титрования 
вируса болезни Акабане.  

Методика. Вирус болезни Акабане (штаммы В8935 и Р) получен из 
Государственной коллекции микроорганизмов ВНИИВВиМ. Донором ткани 
для первичной культуры клеток синовиальной мембраны был 3-суточный яг-
ненок (выращен в секторе подготовки подопытных животных ВНИИВВиМ).  
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При культивировании использовали минимальную среду Игла в 
модификации Дульбекко (DMEM, «HyClone Laboratories, Inc.», США) с 
двойным набором аминокислот и витаминов, фетальную сыворотку крови 
крупного рогато скота (КРС) («HyClone Laboratories, Inc.», США), анти-
биотики (натриевая соль бензилпенициллина — 150 ЕД/см3, гентамицин — 
100 мкг/см3) и диспергирующий раствор — смесь 0,02 % раствора версена 
(«Sigma», США) и 0,25 % раствора трипсина («Sigma», США) в соотноше-
нии 2:1, подогретый до 37 С. 

Для получения культуры клеток применяли метод выращивания 
растущих тканевых эксплантатов (34). В асептических условиях отбирали 
скакательные и запястные суставы, удаляли кожный покров и обрабатыва-
ли 96 % спиртом в течение 15-30 с. Изолированную синовиальную мем-
брану переносили в чашку Петри с питательной средой DMEM, содержа-
щей 2 % фетальную сыворотку КРС и антибиотики, механически измель-
чали на фрагменты размером 1-2 мм, затем трижды отмывали средой того 
же состава. Эксплантаты помещали в культуральные флаконы с питатель-
ной средой DMEM с 10 % фетальной сыворотки КРС и набором антибио-
тиков и инкубировали в атмосфере с содержанием СО2 до 5 % при 38 С 
при относительной влажности воздуха 90 %. При пересеве первичной 
культуры получили диплоидные клетки синовиальной мембраны ягненка, 
которые использовали в исследованиях. 

Культуру клеток синовиальной мембраны ягненка инокулировали 
вирусосодержащей культуральной жидкостью из перевиваемой культуры 
клеток СV-1 с инфекционной активностью 104,0 lg ТЦД50/см3 в разведении 
1:100 (уровень культуральной жидкости над монослоем — 3-4 мм). До ис-
пользования инокулят хранили при 60±0,5 С. Вирус болезни Акабане 
культивировали без адсорбции на клетках и смены питательной среды по 
общепринятым методикам. Контролем служила интактная культура клеток 
синовиальной мембраны ягненка. Инфицированную и интактную культу-
ры клеток синовиальной мембраны ягненка инкубировали в термостате 
при 37±0,5 С в течение 8 сут, ежедневно просматривая. 

При титровании (в 3 повторностях) вируса болезни Акабане куль-
туру клеток синовиальной мембраны ягненка выращивали в 96-луночных 
полистироловых планшетах. В каждую лунку вносили по 150 мкл вирусо-
содержащей (разведения от 1:10 до 1:10 000 000) поддерживающей среды 
DMEM  и помещали в инкубатор с содержанием углекислого газа СО2 5 % 
и относительной влажностью 90 %. Для сравнения чувствительности также 
использовали культуры Vero и CV-1 (получены из Коллекции культур кле-
ток ВНИИВВиМ).  

Статистическая обработка данных включала определение среднего 
и среднего отклонения.  

Результаты. В перевиваемых культурах клеток Vero (31), а также 
СV-1 (рис., А, Б) вирус болезни Акабане вызывал цитопатические измене-
ния, выражающиеся в округлении клеток с последующим цитолизом и от-
слоением клеточного монослоя через 48 ч после заражения. В культуре 
клеток синовиальной мембраны ягненка также происходили цитоморфо-
логические трансформации (см. рис., В-Д). 

 Клеточная популяция синовиальной мембраны ягненка при суб-
культивировании превращалась из первичной культуры в клеточную суб-
культуру. На 6-е сут культивирования мы наблюдали обширные клеточные 
колонии, которые, сливаясь между собой, превращались в конфлюентный 
монослой. Клетки формировали ярко выраженные разнонаправленные по-
токи и тяжи, характерные для культур фибробластоподобного типа (см. 
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рис., В). Как оказалось, культура клеток синовиальной мембраны ягненка  
жизнеспособна и не подвержена морфологическим изменениям. 

 
А Б 

  
В Г 

  
Д  

 

Цитопатическое действие вируса болезни Ака-
бане (штамм В893) в перевиваемой культуре 
клеток почки африканской зеленой мартышки 
CV-1 и в первичной культуре клеток синови-
альной мембраны ягненка: А и Б — интактная 
и инфицированная культура CV-1 через 72 ч 
после инокуляции; В — интактная первич-
ная культура клеток синовиальной мембра-
ны ягненка через 72 ч, Г и Д — инфициро-
ванная первичная культура клеток синови-
альной мембраны ягненка через 72 и 96 ч 
после инокуляции (световая микроскопия, 
увеличение ½100). 

 
Вирус болезни Акабане раз-

множался в культуре клеток синови-
альной мембраны ягненка без пред-
варительной адаптации. В инфици-
рованной культуре (в отличие от ин- 

тактной) мы обнаружили значительные цитопатические изменения струк-
туры. Культура не утрачивала чувствительности к вирусу болезни Акабане 
до 12 пассажа (срок наблюдения).  
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Явное цитопатическое действие вируса болезни Акабане в зара-
женной первичной культуре, выражающееся в округлении клеток с обра-
зованием симпластов, регистрировали через 72 ч после заражения (см. 
рис., Г). Часть клеток увеличивалась в размерах и разрушалась, происхо-
дило образование «окон» с последующим расширением межклеточного 
пространства. Выход частиц из пораженных клеток, вероятно, осуществ-
лялся посредством эндоцитоза и клеточного лизиса. За счет слияния сим-
пластов их размеры увеличивались через 96-120 ч. Через 120-144 ч наблю-
дали прогрессирующее отслоение клеток от стенок, после чего большая 
часть монослоя разрушалась. В интактной культуре подобные изменения 
не регистрировали. 

При наступлении 80-90 % цитопатического действия в культуре 
клеток синовиальной мембраны ягненка через 96-120 ч (см. рис., Д) виру-
сосодержащую культуральную жидкость замораживали при 60±0,5 С для 
выхода внутриклеточного вируса после размораживания. Размороженную 
культуральную жидкость титровали в 96-луночных полистероловых план-
шетах (табл.). Таким образом, после трех последовательных пассажей ви-
руса болезни Акабане в культуре клеток синовиальной мембраны ягненка 
вирусосодержащий материал в случае штамма Р имел инфекционную ак-
тивность 5,0±0,05 lg ТЦД50/см3, штамма В8935 — 6,0±0,05 lg ТЦД50/см3. 
Следовательно, до трех пассажей (срок наблюдения) первичная культура 
клеток сохраняла вируспродуцирующую активность, а вирус болезни Ака-
бане — инфекционные свойства. Цитоморфологические изменения в куль-
туре клеток синовиальной мембраны ягненка служат техническим тестом 
для получения качественных результатов при оценке активности вируса 
болезни Акабане титрованием. 

Динамика цитопатического действия вируса болезни Акабане в первичной куль-
туре клеток синовиальной мембраны ягненка  

Разведение вируса 1-е сут 2-е сут 3-и сут 4-е сут 5-е сут 6-е сут 7-е сут 8-е сут 
Ш т а м м  Р  

1:10   + + + + + + 
1:100    + + + + + 
1:1000     + + + + 
1:10 000     + + + + 
1:100 000      + + + 
1:1 000 000         
1:10 000 000         

Ш т а м м  В8935 
1:10   + + + + + + 
1:100   + + + + + + 
1:1000    + + + + + 
1:10 000     + + + + 
1:100 000      + + + 
1:1 000 000      + + + 
1:10 000 000         

П р и м е ч а н и е. «+» — наличие, «» — отсутствие действия. Титрование выполняли в 3 повторностях. 
 

Мы сравнили чувствительность культур клеток Vero, CV-1 и сино-
виальной мембраны ягненка к вирусу болезни Акабане и получили следу-
ющие показатели вирусной активности, которые различались незначи-
тельно, — соответственно 5,85±0,05; 5,8±0,09 и 6,0±0,05 lg ТЦД50/см3. 
Следовательно, можно констатировать, что все перечисленные культуры 
пригодны в качестве лабораторной модели для работы с вирусом болезни 
Акабане. Однако преимущество первичной диплоидной культуры клеток в 
том, что она наиболее чувствительна, ее получают в специализированной 
лаборатории самостоятельно из доступной донорской ткани, то есть не тре-
буется обращаться в музей культур. Клетки синовиальной мембраны ягнен-
ка можно пересевать повторно при культивировании, а избыток диплоид-



 858 

ной культуры, как и перевиваемые клетки, — консервировать заморажива-
нием, восстанавливая по мере необходимости. Целесообразно использовать 
штамм диплоидных клеток синовиальной мембраны ягненка, а не соб-
ственно первичную культуру, так как физиологическое состояние диплоид-
ных линий лучше. Предпочтение перевиваемым клеточным линиям обычно 
отдается из соображений сохранения животных-доноров, снижения затрат и 
возможности управления качеством клеток. Однако в случае клеток обезь-
ян, например, надо учитывать острый недостаток этих животных, их доро-
говизну и тот факт, что они служат источником потенциальной инфекци-
онной опасности как носители вируса герпеса В.  

Культура клеток синовиальной мембраны ягненка близка к клеткам 
одного из видов животных с естественной восприимчивостью к патогену, 
поэтому в последующем она может быть использована для аттенуации и 
получения живой вакцины. Кроме того, следует изучить пригодность этой 
культуры для первичного выделения вируса из патологического материала: 
первичные культуры клеток более чувствительны и лучше подходят для 
подобных целей. 

Итак, культуру клеток синовиальной мембраны ягненка как пер-
миссивную в отношении вируса болезни Акабане можно использовать 
наряду с клеточными линиями Vero и CV-1 для получения культурального 
антигена при постановке серологических реакций с целью диагностики 
заболевания. Вирус болезни Акабане вызывает характерный цитопатиче-
ский эффект в инфицированном монослое указанных культур, все они 
могут служить лабораторной моделью для изучения, накопления и титро-
вания вируса, а полученное на их основе вирусное сырье — использовать-
ся в вирусологических и молекулярно-генетических исследованиях. В то 
же время преимущество предложенной первичной диплоидной культуры 
клеток в большей чувствительности и доступности для самостоятельного 
получения. Ее можно пересевать, а избыток консервировать заморажива-
нием, восстанавливая по мере необходимости. 
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A b s t r a c t  
 

Presently, due to the variety and diversity of economic and tourist ties of Russia, episodes 
of accidental or maybe purposeful (i.e., biological terrorism) entry of exotic infectious pathogens in-
cluding Akabane disease to the Russian Federation should not be excluded. Akabane disease is a viral 
transmissible infection. Its recurrent outbreaks are characterized by abortions, still or premature 
births, or malformations (e.g., arthrogryposis and/or hydrocephaly) for calves, lambs and kids. Aka-
bane disease virus can persist both in animal body and in vitro (e.g., in continuous cell lines). A 
study of the sensitivity of African green monkey kidney cell line to Akabane virus carried out earlier 
showed that Akabane virus caused definite cytopathic changes resulting in cell rounding followed by 
cytolysis and detachment of the cell monolayer within 48 hours post infection. In this paper we first 



 859 

reported on the cytomorphological changes caused by Akabane virus in the primary lamb synovial 
membrane diploid cell culture (LSMCC) prepared according to an earlier developed procedure, and 
on a suitability of this culture for the virus accumulation in titers sufficient for study and making di-
agnosis. It has been formerly determined that the lamb synovial membrane cell culture is sensitive to 
small ruminant lentiviruses like caprine arthritis encephalitis virus or Visna-Maedi virus in sheep. 
LSMCC was prepared using a method for tissue explant culture. On day 4 post inoculation of the 
cell monolayer with Akabane virus the cytopathic effect appeared which manifested as formation of 
symplasts that grew larger due to their fusion on day 5 to 6. The Akabane virus activity was 6.0±0.05 
lg TCID50/cm3 for strain V8935, and 5.0±0.05 lg TCID50/cm3 for strain P. As many as three passag-
es and also the primary cell culture (after freezing) kept the virus-producing activity, and the Aka-
bane virus retained its infective properties. The lamb synovial membrane cells can be re-cultured, 
and excessive diploid culture can be frozen to preserve and thawed as required. It is expedient to use 
a strain of diploid lamb synovial membrane cells deposited and patented earlier. One more advantage 
of the primary LSMCC as compared to monkey cell lines is that the latter ones may be a source of 
simian herpes B virus. 

 

Keywords: lamb synovial membrane cell culture, Akabane disease, Orthobunyavirus. 
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