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АБСТРАКТ 

В работе представлены результаты оптимизации условий культивирования рекомбинантных штаммов вируса гриппа 
А/H5N1 (NS1-транкированные), экспрессирующие антигены Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, CU-ZN-SOD). В 
исследованиях использовали клеточные линии MDCK и Vero. Определено влияние инфицирующей дозы, темпера-
тура инкубирования, продолжительность культивирования, а также влияние протеазы на уровень репродукции вируса. 
Установлено, что оптимальными условиями культивирования рекомбинантных штаммов вируса гриппа А, экспресси-
рующие бруцеллезные антигены являются использование культуры клеток MDCK, инфицирующая доза 0,01 ТЦД50/
кл, температура инкубирования 34,0±0,5 °C, продолжительность культивирования 48 ч и добавление Trypsin-TPCK в 
концентрации 1,5 мкг/мл. При данных параметрах инфекционная активность вирусов достигала ≥7,83 lg ТЦД50/мл, 
гемагглютинирующий титр – 1:128. Генетическая стабильность вирусных конструкций сохранялась на протяжении 
не менее 4 последовательных пассажей. Полученные результаты могут быть использованы при разработке и масшта-
бировании технологии получения гриппозных векторных вакцин.
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ВВЕДЕНИЕ

Бруцеллёз относится к числу социально значимых зо-
онозных инфекций, сохраняющих эпидемиологическую 
актуальность во многих регионах мира [1,2]. Возбудители 
заболевания принадлежат к роду Brucella и характеризу-
ются способностью к внутриклеточной персистенции в 
клетках мононуклеарно-фагоцитарной системы, что ос-
ложняет формирование стерильного иммунитета [3]. Наи-
большее значение в патологии человека имеют Brucella 
melitensis, Brucella abortus и Brucella suis [4].

Несмотря на широкое применение живых аттенуиро-
ванных вакцин в ветеринарной практике, лицензирован-
ная вакцина для профилактики бруцеллёза у человека до 
настоящего времени отсутствует [5]. Учитывая внутри-
клеточную природу инфекции, перспективными счита-
ются вакцинные платформы, способные индуцировать 
выраженный Т-клеточный иммунный ответ [6].

В качестве векторной системы активно исследуются 
рекомбинантные штаммы вируса гриппа с модифициро-
ванным NS1-геном [7,8]. Транкированный NS1 снижает 
антагонизм вируса к интерфероновому ответу клетки-хо-
зяина, обеспечивая аттенуацию при сохранении репли-
кативной активности in vitro [9]. Это делает гриппозные 
векторы перспективной платформой для экспрессии про-
тективных антигенов Brucella spp., включая белки L7/L12, 
Omp16, Omp19 и Cu-Zn-SOD.

Создание векторных вакцин на основе рекомбинант-
ных вирусов гриппа требует разработки воспроизводимой 
технологии получения вирусных штаммов с прогнозируе-
мыми показателями инфекционной активности, стабиль-
ной экспрессией целевого антигена и сохранением генети-
ческой конструкции при серийном пассировании. Уровень 

репродукции вируса определяется совокупностью факто-
ров культивирования, включая тип клеточной системы, 
величину инфицирующей дозы, температурный режим, 
продолжительность инкубирования и условия протеоли-
тической активации гемагглютинина [10-12].

Оптимизация данных параметров является важным 
этапом разработки технологии получения рекомбинант-
ных гриппозных векторов, предназначенных для созда-
ния вакцинных препаратов.

Цель настоящего исследования заключалась в оп-
тимизации условий культивирования рекомбинантных 
NS1-транкированных штаммов вируса гриппа A/H5N1, 
экспрессирующих антигены Brucella spp., для дальней-
шего использования при разработке противобруцеллёз-
ной вакцины.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследовании использовали рекомбинантные 
штаммы вируса гриппа, сконструированные на основе 
NS1-транкированного вектора: Flu-NS1-80-L7/L12-H5N1, 
Flu-NS1-80-Omp16-H5N1, Flu-NS1-80-Omp19-H5N1 и Flu-
NS1-80-Cu-Zn-SOD-H5N1.

Культивирование вирусов осуществляли на переви-
ваемых клеточных линиях MDCK (Madin-Darby Canine 
Kidney) и Vero (African green monkey kidney). Клеточные 
культуры выращивали в бессывороточной среде OptiPro 
при температуре 34±0,5 °C в атмосфере, содержащей 5 
% CO₂, до формирования монослоя с конфлюэнтностью 
80-90 %.

Инфицирование клеток проводили при дозах вируса 
от 0,1 до 0,00001 ТЦД₅₀ на клетку. После заражения куль-
туры инкубировали до развития цитопатического эффекта 
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на уровне 80-85 %. Для высвобождения вирусных частиц 
культуральные флаконы подвергали однократному циклу 
замораживания при –40 °C в течение 12 часов с последу-
ющим оттаиванием. Полученные супернатанты собирали 
и анализировали на стерильность, инфекционную и гема-
гглютинирующую активность.

Инфекционную активность вирусов определяли мето-
дом расчёта 50 % тканевой цитопатической дозы (ТЦД₅₀) 
по методу Рида-Менча с выражением результатов в lg 
ТЦД₅₀/мл. Гемагглютинирующую активность оценивали 
в реакции гемагглютинации с использованием 1 % су-
спензии эритроцитов. Титр определяли по максималь-
ному разведению вируссодержащего материала, вызыва-
ющему полную агглютинацию эритроцитов.

Для оценки влияния протеолитической активации в 
поддерживающую среду добавляли трипсин поджелу-
дочной железы крупного рогатого скота в концентрации 
0,5-2,0 мкг/мл, 0,25 % раствор Trypsin-EDTA, а также 
TPCK-обработанный трипсин в концентрации 1,0-1,5 
мкг/мл.

Влияние температурного режима и продолжительно-
сти культивирования исследовали при инкубировании ин-
фицированных культур при температурах 30, 32, 34 и 36 
°C в течение 24-96 часов.

Биологическую стабильность штаммов оценивали при 
четырёх последовательных пассажах на клетках MDCK с 
определением инфекционных титров на каждом пассаже. 
Генетическую стабильность анализировали методом об-
ратной транскрипции с последующей полимеразной цеп-
ной реакцией (ОТ-ПЦР) с амплификацией фрагмента NS-
гена. Полученные ампликоны визуализировали методом 

электрофореза в агарозном геле.
Все эксперименты выполняли не менее чем в трёх не-

зависимых повторностях (n ≥ 3). Результаты представляли 
в виде среднего значения (X) ± стандартная ошибка сред-
него (m). Статистическую обработку данных проводили 
методами вариационной статистики; различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выбор оптимальной клеточной линии для культивиро-
вания рекомбинантных штаммов вируса гриппа

Для оценки эффективности репродукции рекомби-
нантных штаммов вирусов гриппа использовали пере-
виваемые клеточные линии Vero и MDCK. В качестве 
модельного штамма применяли рекомбинантный вирус 
Flu-NS1-80-L7/L12-H5N1. Культивирование проводили 
в бессывороточной среде OptiPro при температуре 34 ± 
0,5 °C в атмосфере 5 % CO₂ до поражения монослоя на 
уровне 80-85 %.

После завершения инкубирования культуральные фла-
коны подвергали циклу замораживания при − 40 °C в те-
чение 12 ч с последующим оттаиванием, после чего со-
бирали вируссодержащий материал для определения 
стерильности, инфекционной и гемагглютинирующей 
активности. Результаты сравнительной оценки представ-
лены в таблице 1.

Полученные данные показали, что в клетках MDCK 
инфекционная активность вируса достигала 7,20 ± 0,14 lg 
ТЦД₅₀/мл, тогда как в культуре Vero она составляла 4,95 ± 
0,14 lg ТЦД₅₀/мл. Кроме того, в клетках MDCK наблюда-

Таблица 1 – Репродукция рекомбинантного штамма Flu-NS1-80-L7/L12-H5N1 вируса гриппа в различных культурах 
клеток

Культура 
клеток

Длительность 
инкубирования, 
ч

Стерильность Титр в 
РГА Инфекционная активность, lg ТЦД50/мл

Vero 72 Стерильна 1:4 4,95 ± 0,14

MDCK 48 Стерильна 1:16 7,20 ± 0,14

Таблица 2 – Влияние протеаз на репродукцию рекомбинантного штамма FLU-NS1-80-L7/L12-H5N1 вируса гриппа в 
культуре клеток MDCK

Наименование 
штамма Протеаза Концентрация 

фермента, мкг/мл

Инфекционная 
активность,

lg ТЦД50/см3, (Х±m)
Титр в РГА

FLU-NS1-80-L7/
L12-H5N1

Trypsin from bo-
vine pancreas

2 1,75 ± 0,08 1:2
1,5 1,75 ± 0,14 1:2
1 1,50 ± 0,14 1:0
0,5 1,25 ± 0,14 1:0

0,25% Trypsin-ED-
TA

2 2,75 ± 0,16 1:8
1,5 2,00 ± 0,12 1:4
1 2,25 ± 0,14 1:0
0,5 2,75 ± 0,17 1:0

Trypsin-ТРСК
1,5 7,75 ± 0,00 1:64
1 5,25 ± 0,16 1:32
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лось более быстрое развитие цитопатического эффекта и 
сокращение времени культивирования до 48 часов.

Таким образом, для дальнейших исследований в ка-
честве оптимальной системы культивирования была вы-
брана культура клеток MDCK.

Влияние протеаз на репродукцию рекомбинантных 
штаммов вируса гриппа

Известно, что эффективная репликация вируса гриппа 
в клеточных культурах требует протеолитической актива-
ции гемагглютинина. Поэтому на следующем этапе было 
изучено влияние различных протеаз на уровень репродук-
ции рекомбинантного вируса.

В экспериментах использовали Trypsin from bovine 
pancreas, 0,25 % Trypsin-EDTA и TPCK-обработанный 
трипсин. Полученные результаты представлены в та-

блице 2.
Анализ полученных данных показал, что применение 

TPCK-трипсина обеспечивало наибольший уровень на-
копления вируса. При концентрации 1,5 мкг/мл инфек-
ционная активность достигала 7,75 lg ТЦД₅₀/мл, а гема-
гглютинирующий титр составлял 1:64, что значительно 
превышало показатели при использовании других про-
теаз.

Для подтверждения полученных результатов аналогич-
ный эксперимент был проведён с другими рекомбинант-
ными штаммами вируса гриппа (таблица 3).

Полученные результаты показали, что использование 
TPCK-трипсина в концентрации 1,5 мкг/мл обеспечивало 
более высокий уровень репродукции всех исследуемых 
вирусных конструкций по сравнению с Trypsin-EDTA.

Таблица 3 – Репродукция рекомбинантных штаммов 
вируса гриппа с различными протеазами в культуре кле-
ток MDCK.

Наименование 
штамма

Протеаза Концентрация 
фермента, мкг/мл

Инфекционная 
активность,lg ТЦД50/см3, 

(Х±m)

Титр в 
РГА

FLU-NS1-80-
OMP16-H5N1

0,25% Trypsin-EDTA 2 3,11 ± 0,25 1:4
Trypsin-ТРСК 1,5 6,28 ± 0,25 1:32

FLU-NS1-80-
OMP19-H5N1

0,25% Trypsin-EDTA 2 3,2± 0,17 1:4
Trypsin-ТРСК 1,5 6,58 ± 0,14 1:32

FLU-NS1-80-Cu-
Zn-Sod-H5N1

0,25% Trypsin-EDTA 2 2,87 ± 0,25 1:2
Trypsin-ТРСК 1,5 6,70± 0,17 1:64

Таблица 4 – Определение инфицирующей дозы рекомбинантных штаммов вируса гриппа 

Наименование образца Доза заражения, ТЦД50/кл Инфекционная активность, lg ТЦД50/
см3 (Х±m)

Титр в РГА

FLU-NS1-80-L7/L12-H5N1

0,00001 2,12 ± 0,08 1:0
0,0001 2,62 ± 0,17 1:2
0,001 5,87± 0,17 1:16
0,01 7,83 ± 0,08 1:128
0,1 3,95 ± 0,25 1:8

FLU-NS1-80-OMP16-H5N1

0,00001 2,45 ± 0,17 1:0
0,0001 3,03 ± 0,08 1:2
0,001 4,28 ± 0,25 1:16
0,01 6,58 ± 0,14 1:32
0,1 3,70 ± 0,17 1:2

FLU-NS1-80-OMP19-H5N1

0,00001 1,70 ± 0,17 1:0
0,0001 2,37 ± 0,08 1:2
0,001 4,37 ± 0,17 1:32
0,01 6,42 ± 0,08 1:32
0,1 3,37 ± 0,25 1:4

FLU-NS1-80-Cu-Zn-Sod-
H5N1

0,00001 1,45 ± 0,17 1:0
0,0001 2,12 ± 0,17 1:2
0,001 4,28 ± 0,08 1:32
0,01 7,17 ± 0,08 1:64
0,1 3,12 ± 0,08 1:4



45

Eurasian Journal of Applied Biotechnology. №.1, 2026 
DOI: 10.11134/btp.1.2026.4

Таким образом, добавление TPCK-трипсина в под-
держивающую среду является оптимальным условием 
для культивирования рекомбинантных штаммов вируса 
гриппа в клетках MDCK.

Влияние инфицирующей дозы на репродукцию реком-
бинантных штаммов вируса гриппа

Следующим этапом было исследование влияния инфи-
цирующей дозы на накопление вируса в клеточной куль-
туре. Инфицирование проводили в диапазоне доз от 0,1 
до 0,00001 ТЦД₅₀/клетку. Результаты эксперимента пред-
ставлены в таблице 4.

Анализ данных показал, что максимальное накопление 
вируса наблюдалось при инфицирующих дозах 0,01-0,001 
ТЦД₅₀/клетку, при которых инфекционная активность до-
стигала 6,42-7,83 lg ТЦД₅₀/мл, а гемагглютинирующий 
титр составлял 1:-1:128.

При более высоких дозах инфицирования (0,1 ТЦД₅₀/
клетку) наблюдалось снижение уровня накопления ви-

руса, что может быть связано с быстрым разрушением 
клеточного монослоя.

Развитие цитопатического эффекта носило типичный 
для вируса гриппа характер и сопровождалось округле-
нием клеток, вакуолизацией цитоплазмы, пикнозом ядер 
и последующей деструкцией клеточного пласта.

Влияние температуры инкубирования
В следующей серии экспериментов была исследована 

зависимость репродукции рекомбинантных вирусов от 
температуры культивирования. Инфицированные куль-
туры клеток MDCK инкубировали при температурах 32, 
34 и 36 °C. Полученные результаты представлены на ри-
сунке 1.

Максимальные показатели инфекционной активно-
сти (6,42-7,83 lg ТЦД₅₀/мл) и гемагглютинирующего ти-
тра (1:32-1:128) были зарегистрированы при температуре 
34 ± 0,5 °C. При отклонении температуры в сторону по-
вышения или понижения наблюдалось снижение уровня 
накопления вируса.

Таким образом, температура 34 °C является оптималь-
ной для культивирования исследуемых рекомбинантных 
вирусов гриппа в клетках MDCK.

Определение оптимальной продолжительности куль-
тивирования

Для определения оптимального срока культивирова-
ния инфицированные клетки инкубировали в течение 24, 
48, 72 и 96 часов. Результаты представлены на рисунке 2.

Наибольшая инфекционная активность вируса наблю-
далась через 48 часов инкубирования, после чего проис-
ходило постепенное снижение титра вируса. Аналогичная 
динамика отмечалась и для гемагглютинирующей актив-
ности.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 48-ча-
совое культивирование является оптимальным для полу-
чения максимального выхода вируса.

Рисунок 1 – Влияние температуры на репродукцию рекомби-
нантных штаммов вируса гриппа в MDCK

Рисунок 2 - Динамика инфекционной активности рекомбинантных штаммов вируса гриппа в культуре клеток MDCK 
при различной длительности инкубирования
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Стабильность рекомбинантных штаммов вируса 
гриппа при пассировании

Для оценки стабильности рекомбинантных штаммов 
вируса гриппа проводили последовательное пассирование 
в клетках MDCK с определением инфекционной и гемаг-
глютинирующей активности на каждом пассаже. Резуль-
таты представлены на рисунке 3.

Полученные данные свидетельствуют о сохранении 
репродуктивной активности вирусных конструкций в 
процессе пассирования, что указывает на их адаптацию 
к клеточной системе культивирования. При этом гемаг-
глютинирующая активность вирусов также сохранялась 
на стабильном уровне в ходе последовательных пассажей, 
что подтверждает стабильность фенотипических свойств 
вирусных конструкций.

Генетическую стабильность рекомбинантных штам-
мов вируса гриппа анализировали методом ОТ-ПЦР (ри-
сунок 4). 

Анализ амплифицированных фрагментов NS-гена по-
казал, что их размеры соответствуют ожидаемым, что сви-
детельствует о сохранении структурной целостности гена 
в ходе пассирования. Следовательно, исследуемые реком-
бинантные штаммы вируса гриппа демонстрируют ста-
бильность генетического материала и поддерживают ре-

продуктивные способности в культуре клеток MDCK на 
протяжении как минимум четырёх последовательных пас-
сажей.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты показывают, что эффектив-
ность репродукции NS1-транкированных рекомбинант-
ных штаммов вируса гриппа A определяется совокупно-
стью технологических факторов, включая тип клеточного 
субстрата, условия протеолитической активации гемаг-
глютинина, величину инфицирующей дозы, температур-
ный режим и продолжительность культивирования [13, 
14]. Оптимизация данных параметров имеет принципи-
альное значение для повышения выхода вируса и сохра-
нения стабильности рекомбинантных конструкций.

В ходе исследования установлено, что культура кле-
ток MDCK обеспечивает значительно более высокий уро-
вень репродукции вируса по сравнению с клетками Vero 
(7,20±0,14 против 4,95±0,14 lg ТЦД₅₀/мл). Подобное пре-
имущество MDCK может быть связано с особенностями 
рецепторного аппарата данных клеток. Показано, что они 
экспрессируют значительное количество сиаловых кислот 
α2,6-типа, являющихся основными рецепторами для ви-
русов гриппа человека [15]. Это способствует более эф-
фективной адсорбции и проникновению вируса в клетку. 
Кроме того, клетки MDCK широко используются в про-
мышленной технологии получения гриппозных вакцин, 
что подтверждает их высокую продуктивность и техно-
логическую применимость [16, 17].

Важную роль в репликации вируса гриппа играет про-
теолитическая активация гемагглютинина. В проведён-
ных экспериментах наибольший уровень накопления ви-
руса наблюдался при использовании TPCK-обработанного 
трипсина в концентрации 1,5 мкг/мл. Известно, что рас-
щепление предшественника гемагглютинина (HA0) на 
субъединицы HA1 и HA2 является необходимым усло-
вием формирования инфекционно активных вирионов 
[18]. TPCK-трипсин обладает высокой специфичностью 
и обеспечивает селективную активацию гемагглютинина 
без значительной деградации других вирусных и клеточ-
ных белков. Менее специфичные протеазы могут приво-
дить к частичной деструкции белковых структур вири-
она и снижению выхода полноценных вирусных частиц 

Рисунок 3 – Титр инфекционной активности вирусных конструкций при пассировании в культуре кле-
ток MDCK

М - маркер, 1-пассаж: 1-Flu-NS1-80-Omp16, 2-Flu-NS1-80-L7/
L12, 3-Flu-NS1-80-Omp19, 4-Flu-NS1-80-Cu-Zn-SOD; 4-пас-
саж: 5-Flu-NS1-80-Omp16, 6-Flu-NS1-80-L7/L12, 7-Flu-NS1-
80-Omp19, 8-Flu-NS1-80-Cu-Zn-SOD; К+-А/РR/8/34 (H1N1), 

К--отрицательный контроль
Рисунок 4 – Генетическая стабильность вирусных конструк-

ций после 1-го и 4-го пассажа в культуре клеток MDCK
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[19]. Полученные результаты согласуются с данными ис-
следований по культивированию аттенуированных штам-
мов вируса гриппа.

Существенное влияние на уровень накопления вируса 
оказывала величина инфицирующей дозы. Максимальные 
титры регистрировались при множественности инфици-
рования 0,01–0,001 ТЦД₅₀/клетку. Использование более 
высокой дозы (0,1 ТЦД₅₀/клетку) сопровождалось сниже-
нием выхода вируса, что может быть связано с эффектом 
сверхинфицирования клеточной культуры, при котором 
преждевременная гибель клеток препятствует прохожде-
нию нескольких циклов вирусной репликации [20]. При 
крайне низких дозах инфицирования наблюдалось замед-
ление распространения инфекции и удлинение латентного 
периода [21]. Таким образом, указанный диапазон инфи-
цирующей дозы обеспечивает оптимальный баланс между 
скоростью распространения вируса и сохранением жиз-
неспособности клеточного монослоя.

Температурный режим культивирования также су-
щественно влиял на эффективность репродукции реком-
бинантных вирусов. Максимальные значения инфекци-
онной активности и гемагглютинирующего титра были 
зарегистрированы при температуре 34,0±0,5 °C. Данный 
результат согласуется с литературными данными о тем-
пературной адаптации вируса гриппа к условиям верхних 
дыхательных путей человека (33-34 °C), где происходит 
его естественная репликация [22]. Повышение темпера-
туры до 36 °C сопровождалось снижением вирусных ти-
тров, что может быть связано с изменением стабильности 
вирусных белков и усилением клеточных противовирус-
ных механизмов. При снижении температуры до 30-32 
°C вероятно замедление клеточного метаболизма и, как 
следствие, снижение скорости вирусной репликации [23].

Продолжительность культивирования также оказывала 
влияние на накопление вируса. Максимальный титр на-
блюдался через 48 часов, после чего происходило посте-
пенное снижение инфекционной активности. Подобная 
динамика может быть связана с деградацией вирусных 
белков, накоплением дефектных интерферирующих ча-
стиц и разрушением клеточного монослоя при длитель-
ном культивировании [24].

Анализ результатов последовательного пассирования 
показал постепенное увеличение инфекционной активно-
сти вирусов от первого к четвёртому пассажу, что свиде-
тельствует об адаптации вирусных популяций к системе 
культивирования MDCK. Подобная тенденция ранее опи-
сана для различных рекомбинантных и аттенуированных 
штаммов вируса гриппа [25]. При этом результаты ОТ-
ПЦР подтвердили сохранение размера фрагмента NS-
гена, что свидетельствует о генетической стабильности 
вирусных конструкций в процессе пассирования [26].

Полученные результаты имеют практическое значе-
ние для разработки гриппозных векторных вакцин про-
тив бруцеллёза. Возбудитель заболевания Brucella spp. 
является внутриклеточным патогеном, элиминация кото-
рого требует формирования выраженного клеточного им-
мунного ответа Th1-типа [27]. В этом процессе ключе-
вую роль играют активация CD4⁺ и CD8⁺ Т-лимфоцитов, 
а также продукция IFN-γ, обеспечивающая активацию ма-
крофагов и подавление внутриклеточной персистенции 

бактерий [28].
Векторные системы на основе NS1-транкированных 

штаммов вируса гриппа представляют перспективную 
платформу для индукции клеточного иммунитета, по-
скольку способны к ограниченной внутриклеточной ре-
пликации и обеспечивают эффективную презентацию 
антигена по MHC-I пути [29]. Выбор антигенов Omp16, 
Omp19, Cu-Zn-SOD и L7/L12 обусловлен их консерватив-
ностью и доказанной иммуногенностью при инфекции 
Brucella spp. [30-32].

Таким образом, проведённая оптимизация условий 
культивирования создаёт технологическую основу для 
масштабируемого получения рекомбинантных гриппоз-
ных векторных конструкций, предназначенных для раз-
работки вакцинных препаратов против бруцеллёза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведённого исследования были опти-
мизированы условия культивирования рекомбинантных 
NS1-транкированных штаммов вируса гриппа A/H5N1, 
экспрессирующих антигены Brucella spp., в культуре кле-
ток MDCK.

Установлено, что наиболее эффективная репродукция 
вируса достигается при инфицирующей дозе 0,01 ТЦД₅₀/
клетку, температуре инкубирования 34 ± 0,5 °C, продол-
жительности культивирования 48 часов и добавлении 
TPCK-трипсина в концентрации 1,5 мкг/мл.

При указанных условиях инфекционная активность 
вируса достигала ≥7,83 lg ТЦД₅₀/мл, а гемагглютиниру-
ющий титр составлял 1:128. Показано, что рекомбинант-
ные вирусные конструкции сохраняют стабильные репро-
дуктивные свойства при последовательном пассировании 
в клетках MDCK.

Полученные результаты могут служить технологиче-
ской основой для разработки и масштабирования произ-
водства гриппозных векторных вакцин, предназначенных 
для профилактики бруцеллёза.
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BRUCELLA SPP. АНТИГЕНДЕРІН (L7/L12, OMP16, OMP19, CU-ZN-SOD) ЭКСПРЕССИЯЛАЙТЫН 

A / H5N1 ТҰМАУ ВИРУСЫНЫҢ РЕКОМБИНАНТТЫ ШТАММДАРЫН ӨСІРУ ЖАҒДАЙЛАРЫН 
ОҢТАЙЛАНДЫРУ 
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ТҮЙІН

Зерттеуде NS1-транкирленген, Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, CU-ZN-SOD) антигендерін экспрессиялай-
тын А/H5N1 вирусының рекомбинантты штаммдарын культивациялау жағдайларын оңтайландыру нәтижелері ұсы-
нылды. Жұмыста MDCK және Vero клеткалық өсінділері қолданылды. Инфекция дозасының, инкубация температу-
расының, культивация ұзақтығының, сондай-ақ протеазаның вирус репродукциясына әсері анықталды.

А/H5N1 вирусының бруцеллез антигендерін экспрессиялайтын рекомбинантты штаммдарын культивациялау үшін 
оңтайлы жағдайлар ретінде MDCK клеткалық өсіндісін қолдану, инфекция дозасы 0,01 ТЦД50/клетка, инкубация темпе-
ратурасы 34,0±0,5 °C, культивация ұзақтығы 48 сағат және Trypsin-TPCK концентрациясы 1,5–2,0 мкг/мл болып та-
былды. Осы параметрлерде вирус инфекциялық белсенділігі ≥5,75 lg ТЦД50/мл-ге жетті, гемагглютинация титрі – 1:32 
болды. Вирустық конструкциялардың генетикалық тұрақтылығы кемінде 4 пассажға дейін сақталды.

Алынған нәтижелер грипп векторлы вакциналарын әзірлеу және өндірісін масштабтау технологиясын жасауда қол-
данылуы мүмкін.

Түйінді сөздер: А/H5N1 вирусы, рекомбинантты штаммдар, клеткалық өсінді, культивацияны оңтайландыру, ин-
фекциялық белсенділік, гемагглютинация белсенділігі.

UDC 578.832.1: 57.085.23: 615.371: 616.993
OPTIMIZATION OF CULTIVATION CONDITIONS FOR RECOMBINANT INFLUENZA A/H5N1 
STRAINS EXPRESSING BRUCELLA SPP. ANTIGENS (L7/L12, OMP16, OMP19, CU-ZN-SOD)

Yesimbekova N.B.¹, Duisenbayev B.D.¹, Keramatdinova A.M.¹, Kartbay G.K.¹, Yershebulov Z.D.¹, Ryskeldinova Sh.Zh.2, 
Absatova Zh.S.²
1LLP «OtarBioPharm», Zhambyl Region, Korday District, Gvardeyskiy Settlement, *nazym.esimbekova@mail.ru
2LLP «Research Institute of Biological Safety Problems», Zhambyl Region, Korday District, Gvardeyskiy Settlement

ABSTRACT

The study presents the results of optimizing cultivation conditions for recombinant influenza A/H5N1 strains (NS1-
truncated) expressing Brucella spp. antigens (L7/L12, OMP16, OMP19, CU-ZN-SOD). MDCK and Vero cell lines were used 
in the experiments. The effects of the infectious dose, incubation temperature, cultivation duration, as well as the effect of 
protease on viral replication, were determined.

It was found that the optimal conditions for cultivating recombinant influenza A strains expressing Brucella antigens are 
the use of MDCK cell culture, an infectious dose of 0.01 TCID50/cell, an incubation temperature of 34.0±0.5 °C, a cultivation 
period of 48 hours, and addition of Trypsin-TPCK at a concentration of 1.5–2.0 μg/mL. Under these conditions, viral infectivity 
reached ≥5.75 log TCID50/mL, and the hemagglutination titer was 1:32. The genetic stability of the viral constructs was 
maintained for at least four consecutive passages.

The obtained results can be used in the development and scale-up of influenza vector vaccine production technology.
Keywords: Influenza A/H5N1 virus, recombinant strains, cell culture, cultivation optimization, infectivity, hemagglutination 

activity.
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