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АБСТРАКТ

Вирус осповакцины (Vaccinia virus) сохраняет практическое значение для разработки и производства противоо-
спенных вакцин, а также широко используется как модельный ортопоксвирус. Целью настоящего исследования была 
оценка возможности культивирования штамма «Оспа-вакцина» в клетках Vero на макроносителях BioNOC II® с ис-
пользованием системы BelloStage™-3000, работающей по принципу Tide Motion.

Клетки Vero культивировали во флаконах BelloCell®-500A в среде DMEM с добавлением 2 % фетальной бычьей 
сыворотки. Через 120 ч культивирования, когда общее количество клеток достигало 1,99 × 10⁹ на флакон, культуру ин-
фицировали рабочим вирусным инокулятом при расчетной инфекционной нагрузке 0,01 ТЦД₅₀/клетку. Эксперимент 
проводили в рамках одного биореакторного запуска с использованием трех параллельных флаконов BelloCell®-500A, 
которые рассматривали как отдельные культуральные единицы внутри одного запуска.

Через 3 ч после посева доля клеток, прикрепившихся к макроносителям, составляла 89 %. За 120 ч общее коли-
чество клеток увеличилось с 7,45 × 10⁷ до 1,99 × 10⁹ клеток на флакон, что соответствовало 26,7-кратному приросту. 
После инфицирования титр вируса повышался от 4,60 log₁₀ ТЦД₅₀/мл в рабочем инокуляте до максимального значе-
ния 6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/мл через 120 ч после инфицирования. Увеличение составило 1,40 log₁₀, или приблизительно 25,1 
раза. На протяжении клеточной и постинфекционной фаз значения pH и концентрацию глюкозы в составе питатель-
ной среды поддерживали в установленных рабочих диапазонах.

Полученные результаты показывают, что выбранный режим культивирования клеток Vero на макроносителях 
BioNOC II® обеспечивал формирование клеточного субстрата, поддерживающего репликацию штамма «Оспа-вак-
цина» в системе BelloStage™-3000.

Поскольку исследование было выполнено в рамках одного биореакторного запуска и не включало параллельную 
сравнительную платформу, полученные данные характеризуют лабораторную осуществимость процесса в изученных 
условиях и не позволяют судить о технологическом превосходстве или масштабируемости системы.

Ключевые слова: вирус осповакцины (Vaccinia virus), клетки Vero, культивирование, биореактор, макроносители 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Вирус осповакцины (Vaccinia virus), относящийся к 
роду Orthopoxvirus семейства Poxviridae, занимает особое 
место в истории вакцинопрофилактики как основа первой 
живой вакцины, применение которой обеспечило глобаль-
ную ликвидацию натуральной оспы [1–3]. В настоящее 
время вирус осповакцины сохраняет значение для разра-
ботки и производства противооспенных вакцин, а также 
используется как экспериментальная модель при изуче-
нии ортопоксвирусов [2–4]. В связи с этим совершенство-
вание подходов к его культивированию в клеточных си-
стемах остается актуальной технологической задачей.

Культивирование вирусов в адгезионно-зависимых 
клеточных культурах традиционно проводят в роллер-
ных флаконах, многоярусных системах и других поверх-
ностно-зависимых форматах. При увеличении масштаба 
такие процессы требуют расширения доступной площади 
роста клеток, увеличения числа культуральных единиц и 
дополнительных операций по их обслуживанию [5]. Поэ-
тому для адгезионных клеточных линий представляет ин-
терес применение систем, позволяющих сосредоточить 
большую площадь клеточного роста в ограниченном ра-
бочем объеме.

Одним из таких подходов являются биореакторные 
системы с макроносителями, работающие по принципу 
Tide Motion. Согласно технической документации про-
изводителя, в системе BelloStage™-3000 периодическое 
перемещение культуральных флаконов обеспечивает че-
редование контакта клеток с жидкой и газовой фазами. 
Такой режим предназначен для поддержания переноса 
питательных веществ и кислорода при относительно 
низком гидродинамическом воздействии на адгезирован-
ные клетки [5,6]. В системе используются одноразовые 
флаконы BelloCell®-500A, содержащие макроносители 
BioNOC II® с развитой поверхностью для прикрепления 
и роста клеток [5,6].

Системы, основанные на сходном принципе, ранее 
применялись для различных клеточных и вирусных про-
цессов. Lu и соавт. исследовали BelloCell® при культи-
вировании клеток и получении рекомбинантного белка 
[7]. Платформы CelCradle™, использующие аналогичный 
Tide Motion подход, применялись для высокоплотного 
культивирования клеток Vero и получения SARS-CoV-2 
[8], вируса гепатита C [9], ряда ветеринарных вирусов 
[10,11] и вируса денге [12]. Однако прямое количествен-
ное сопоставление этих работ ограничено различиями в 
клеточных линиях, составе сред, плотности посева, режи-
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мах культивирования, характеристиках вирусов и спосо-
бах учета выхода продукта.

Клеточная линия Vero широко применяется как суб-
страт для репродукции различных вирусов благодаря вы-
сокой восприимчивости к вирусной инфекции и хорошо 
отработанным условиям культивирования [8–13]. Вме-
сте с тем сведения о культивировании штамма «Оспа-вак-
цина» вируса осповакцины в культуре клеток Vero на 
макроносителях BioNOC II® в биореакторной системе 
BelloStage™-3000 (Esco Micro Pte. Ltd., Singapore) в до-
ступной литературе ограничены.

Целью настоящей работы была оценка возможности 
культивирования штамма «Оспа-вакцина» вируса оспо-
вакцины в клетках Vero на макроносителях BioNOC II® 
в системе BelloStage™-3000, а также характеристика ди-
намики общего количества клеток и инфекционного ти-
тра вируса при выбранном режиме процесса.

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1. Вирус
В работе использовали штамм «Оспа-вакцина» вируса 

осповакцины, полученный из коллекции микроорганиз-
мов ТОО «Научно-исследовательский институт проблем 
биологической безопасности» (НИИПББ), Республика Ка-
захстан. Штамм зарегистрирован в коллекции под № 115. 
До начала исследования его поддерживали последователь-
ным пассированием в культуре клеток почки ягненка. 
В эксперименте использовали материал 5-го пассажа, 
адаптированный к культуре клеток Vero. Титр исходного 
вирусного материала до приготовления рабочего иноку-
лята составлял 4,75 log₁₀ ТЦД₅₀/мл. Идентичность штамма 
подтверждали методом ПЦР.

В качестве клеточного субстрата использовали пере-
виваемую линию Vero, полученную из банка клеточных 
культур Лаборатории клеточной биотехнологии ТОО НИ-
ИПББ, Республика Казахстан. Клеточная линия зареги-
стрирована во внутреннем банке института под номером 
CB0/CB884. В экспериментах использовали клетки 138-
го пассажа.

Клетки Vero поддерживали в среде DMEM с добавле-
нием 2 % фетальной бычьей сыворотки и глутамина при 
температуре (37 ± 0,5) °C в атмосфере с 5 % CO₂. Перед 
использованием клеточную культуру исследовали на от-
сутствие микоплазм.

2.2. Культивирование клеток Vero и инфицирование 
вирусом

Клетки Vero культивировали на макроносителях 
BioNOC II® во флаконах BelloCell®-500A, установлен-
ных в системе BelloStage™-3000. В каждом флаконе нахо-
дилось 5,5 г макроносителей BioNOC II®. Согласно тех-
нической документации производителя, рабочий объем 
BelloCell®-500A составляет 500 мл, а номинальная пло-
щадь поверхности макроносителей превышает 15 600 см² 
[5,6]. Для культивирования использовали среду DMEM с 
добавлением 2 % фетальной бычьей сыворотки и глута-
мина.

Перед посевом макроносители смачивали 100 мл пита-
тельной среды, которую оставляли во флаконе. Затем вно-
сили 20 мл суспензии Vero, содержащей в общей сложно-

сти 7,45 × 10⁷ клеток. Концентрация клеток в вносимой 
суспензии составляла 3,73 × 10⁶ клеток/мл. Таким обра-
зом, значение 7,45 × 10⁷ характеризовало общее исходное 
количество клеток на один флакон.

В течение первого часа после посева флаконы осто-
рожно перемешивали каждые 15 мин. В последующие 4 
ч перемешивание проводили каждые 30 мин, обеспечи-
вая равномерный контакт клеточной суспензии с макро-
носителями.

После завершения стадии прикрепления в каждый 
флакон добавляли 380 мл свежей питательной среды. С 
учетом 100 мл среды, использованной для предваритель-
ного смачивания, и 20 мл клеточной суспензии конечный 
рабочий объем составлял 500 мл. Герметичные крышки 
заменяли крышками с мембранным фильтром диаметром 
пор 0,22 мкм.

Дальнейшее культивирование проводили при скоро-
сти подъема 1,0 мм/с и времени удержания в верхнем по-
ложении (T_H) 10 с. Скорость опускания составляла 1,0 
мм/с, а время удержания в нижнем положении (B_H) — 
10 с. В течение клеточной фазы ежедневно контролиро-
вали общее количество клеток, pH культуральной среды 
и концентрацию глюкозы.

Через 120 ч культивирования, когда общее количество 
клеток Vero достигало 1,99 × 10⁹ на флакон, 500 мл конди-
ционированной культуральной среды полностью удаляли. 
Макроносители промывали 500 мл питательной среды, 
после чего промывочную жидкость также полностью уда-
ляли. Затем в каждый флакон вносили 500 мл рабочего 
вирусного инокулята с инфекционным титром 4,60 log₁₀ 
ТЦД₅₀/мл. При указанном количестве клеток расчетная 
инфекционная нагрузка составляла 0,01 ТЦД₅₀/клетку. Ее 
рассчитывали как отношение общего количества инфек-
ционных единиц ТЦД₅₀ во внесенном объеме инокулята 
к общему количеству клеток в момент инфицирования.

После внесения вируса флаконы инкубировали в си-
стеме BelloStage™-3000 в течение 1 ч при температуре 
(37 ± 0,5) °C. На стадии адсорбции скорость подъема со-
ставляла 2,0 мм/с, время удержания в верхнем положении 
(T_H) — 20 с, скорость опускания — 2,0 мм/с, а время 
удержания в нижнем положении (B_H) — 0 с. После за-
вершения адсорбции систему переводили в режим по-
стинфекционного культивирования со скоростью подъема 
и опускания 1,0 мм/с и временем удержания в верхнем и 
нижнем положениях по 10 с.

После инфицирования пробы для оценки динамики 
вирусного титра отбирали в сроки, представленные на 
рисунке 4, в течение 0–144 ч после инфицирования. pH 
культуральной среды и концентрацию глюкозы опреде-
ляли ежедневно. В постинфекционную фазу pH поддер-
живали в диапазоне 7,2–7,6, а концентрацию глюкозы — 
на уровне не ниже 1,0 г/л.

Через 72 и 120 ч после инфицирования из каждого 
флакона отбирали 70 % вируссодержащей культуральной 
жидкости, что соответствовало 350 мл из рабочего объема 
500 мл. Отобранный объем заменяли равным количеством 
свежей поддерживающей среды. На 144 ч после инфици-
рования проводили конечный сбор. Для высвобождения 
вируса, ассоциированного с клетками и макроносителями, 
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содержимое системы подвергали циклу замораживания–
размораживания, после чего собирали весь полученный 
материал. Поэтому промежуточные титры характеризо-
вали преимущественно инфекционность вируса в куль-
туральной жидкости, тогда как конечный образец вклю-
чал также высвобожденную клеточно-ассоциированную 
фракцию. В настоящей работе вирусный титр выражали 
в ТЦД₅₀/мл. Кумулятивный выход вируса с учетом после-
довательных частичных сборов не рассчитывали.

2.3. Определение инфекционного титра вируса
Инфекционную активность вирусных образцов опре-

деляли методом конечных разведений в культуре клеток 
Vero, как описано ранее [14]. Готовили десятикратные по-
следовательные разведения вируса и вносили их в 96-лу-
ночные планшеты с клетками Vero. Цитопатический эф-
фект учитывали через 7 сут инкубации. Инфекционный 
титр рассчитывали методом Рида и Менча и выражали в 
log₁₀ ТЦД₅₀/мл [15].

2.4. Определение общего количества клеток на макро-
носителях BioNOC II®

В каждую временную точку из каждого флакона 
BelloCell®-500A асептически отбирали шесть макроно-
сителей BioNOC II®. Носители трижды промывали 1,0 
мл раствора PBS/EDTA (0,02 %), после чего клетки высво-
бождали инкубацией в 1,0 мл раствора трипсин–EDTA 
(0,05 %/0,02 %) при 37 °C в течение 10 мин. Полученную 
клеточную суспензию центрифугировали при 180 × g в 
течение 5 мин, а осадок ресуспендировали в OptiPRO™ 
SFM. Количество клеток и их жизнеспособность оцени-
вали методом исключения трипанового синего с исполь-
зованием гемоцитометра или автоматического счетчика 
TC20 (Bio-Rad Laboratories Pte. Ltd., Singapore). Для рас-
чета общего количества клеток на флакон среднее число 
клеток, определенное для одного проанализированного 
носителя, пересчитывали на общее количество макроно-
сителей во флаконе. В тексте статьи термин «общее ко-
личество клеток» используется для показателя, выражен-
ного в клетках на флакон, тогда как термин «концентрация 
клеток» относится только к клеточным суспензиям и вы-
ражается в клетках/мл.

2.5. Мониторинг концентрации глюкозы
Концентрацию глюкозы в культуральной среде опре-

деляли с использованием системы GlucCell™ (Esco Micro 
Pte. Ltd., Singapore). В клеточной фазе ее поддерживали на 
уровне не ниже 1,0 г/л. При снижении концентрации глю-
козы ниже 1,0 г/л в период репликации вируса в среду до-
бавляли стерильный раствор D-глюкозы до конечной кон-
центрации 3,0 г/л.

2.6. Мониторинг значения рН
Значение pH культуральной среды измеряли калибро-

ванным pH-метром edge® HI 2030 (Hanna Instruments, 
Inc., Woonsocket, RI, USA) в соответствии с ранее опи-
санной методикой [12]. При отклонении pH от установ-
ленного диапазона его корректировали изменением кон-
центрации CO₂ в инкубационной камере и добавлением 
стерильного 7,5 % раствора NaHCO₃.

2.7. Экспериментальный дизайн и представление дан-
ных

Обработку данных выполняли в GraphPad Prism 8.0.1 
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Исследова-
ние включало один биореакторный запуск с тремя от-
дельными флаконами BelloCell®-500A, которые культи-
вировали параллельно в одинаковых условиях. Каждый 
флакон рассматривали как отдельную культуральную экс-
периментальную единицу внутри одного запуска (n = 3). 
Повторные измерения во времени проводили для тех же 
культуральных единиц. Поэтому значение n = 3 отражает 
число параллельных флаконов, а не число независимых 
биореакторных запусков или независимых биологических 
экспериментов. Результаты представлены описательно как 
среднее значение ± SD для трех параллельных флаконов. 
На графиках, где это было возможно, дополнительно по-
казаны индивидуальные значения. Инференциальные 
межвременные сравнения с расчетом p-значений не про-
водили, поскольку независимые биореакторные запуски 
отсутствовали.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ

3.1. Формирование и пролиферация клеток Vero на ма-
кроносителях BioNOC II®

После посева клетки Vero прикреплялись к поверх-
ности макроносителей BioNOC II®. Через 3 ч доля 
прикрепившихся клеток составляла 89 %. При микро-
скопическом исследовании клетки распределялись по во-
локнистой структуре носителей (рисунок 1А, Б).

В течение первых суток после посева изменение об-
щего количества клеток было относительно небольшим, 
после чего показатель последовательно возрастал (рису-
нок 2). Исходное количество клеток составляло 7,45 × 10⁷ 
на флакон. Через 120 ч оно достигало 1,99 × 10⁹ клеток на 
флакон, что соответствовало увеличению в 26,7 раза по 
сравнению с исходным уровнем.

На протяжении клеточной фазы концентрацию глю-
козы поддерживали на уровне не ниже 1,0 г/л, а pH — в 
диапазоне 7,0–7,4.

Рисунок 1. Микроскопическая оценка адгезии и колонизации поверхности макроносителей клет-
ками Vero на ранних этапах культивирования. (А) Адгезия клеток Vero к макроносителям через 1 ч 

после инокуляции. (Б) Адгезия клеток Vero к макроносителям через 3 ч после инокуляции.
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Столбцы показывают среднее значение ± SD. Отдель-
ные точки соответствуют трем параллельным флаконам 
одного биореакторного запуска (n = 3). Инференциальные 
p-значения не приводятся, поскольку независимые биоре-
акторные запуски не выполнялись.

3.2. Репликация вируса осповакцины в клетках Vero на 
макроносителях BioNOC II®

Инфицирование проводили после 120 ч культивирова-
ния клеток, когда их общее количество достигало 1,99 × 
10⁹ на флакон. Расчетная инфекционная нагрузка состав-
ляла 0,01 ТЦД₅₀/клетку. Морфология клеток Vero на ма-
кроносителях BioNOC II® через 48 и 144 ч после инфи-
цирования представлена на рисунке 3.

После инфицирования общее количество клеток Vero 
постепенно снижалось с 1,99 × 10⁹ до приблизительно 
1,43 × 10⁹ клеток на флакон к концу периода наблюдения. 
Одновременно отмечалось накопление инфекционного 
вируса в культуральной жидкости. Титр рабочего иноку-
лята составлял 4,60 log₁₀ ТЦД₅₀/мл. Через 72 ч после ин-
фицирования титр культуральной жидкости достигал 4,75 
log₁₀ ТЦД₅₀/мл. Максимальное значение 6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/
мл регистрировали через 120 ч после инфицирования. На 
144 ч после инфицирования титр конечного материала, 
полученного после замораживания–размораживания, со-
ставлял 5,41 log₁₀ ТЦД₅₀/мл. Полная динамика показате-
лей представлена на рисунке 4.

(*) — момент инфицирования клеток Vero вирусом 

осповакцины. Промежуточные значения титра относятся 
к культуральной жидкости. Конечный образец на 144 ч 
после инфицирования получали после замораживания–
размораживания всей системы.

Увеличение инфекционного титра от 4,60 до 6,00 log₁₀ 
ТЦД₅₀/мл составило 1,40 log₁₀, что соответствует при-
близительно 25,1-кратному повышению концентрации 
инфекционного вируса. Этот показатель характеризует 
изменение титра на единицу объема и не отражает куму-
лятивный выход вируса на флакон, единицу площади ма-
кроносителей или клетку.

Максимальный титр был зарегистрирован через 120 ч 
после инфицирования. К 144 ч после инфицирования его 
значение снижалось до 5,41 log₁₀ ТЦД₅₀/мл.

Снижение вирусного титра после достижения мак-
симума происходило на фоне уменьшения общего коли-
чества клеток. Однако имеющиеся данные не позволяют 
установить причинную связь между этими изменениями 
или определить клеточный механизм снижения вирусной 
продуктивности.

На протяжении постинфекционной фазы концентра-
цию глюкозы поддерживали на уровне не ниже 1,0 г/л, а 
pH — в диапазоне 7,2–7,6.

В совокупности полученные данные характеризуют 
динамику роста клеток Vero и накопления инфекционного 
вируса в выбранном режиме культивирования на BioNOC 

Рисунок 2. Динамика общего количества клеток Vero на макро-
носителях BioNOC II® во флаконах BelloCell®-500A в системе 
BelloStage™-3000 в течение 120 ч клеточного культивирования.

Рисунок 3. Морфология клеток Vero на макроносителях BioNOC II® после инфицирования штам-
мом «Оспа-вакцина». (А) 48 ч после инфицирования (2 сут). (Б) 144 ч после инфицирования (6 сут).

Рисунок 4. Динамика общего количества клеток Vero и ин-
фекционного титра штамма «Оспа-вакцина». По оси X пока-

зано общее время культивирования. Точка 120 ч соответствует 
моменту инфицирования, то есть 0 ч после инфицирования. 

Точка 240 ч общего времени соответствует 120 ч после инфи-
цирования. Данные представлены как среднее значение ± SD 

для трех параллельных флаконов одного биореакторного запу-
ска (n = 3).
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II® в системе BelloStage™-3000.

4. ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе охарактеризовано культивирова-
ние клеток Vero на макроносителях BioNOC II® с после-
дующей репликацией штамма «Оспа-вакцина» в системе 
BelloStage™-3000. В выбранных условиях через 3 ч по-
сле посева доля прикрепившихся клеток составляла 89 
%, а к 120 ч общее количество клеток увеличивалось до 
1,99 × 10⁹ на флакон. После инфицирования максималь-
ный титр вируса достигал 6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/мл через 120 ч. 
Эти результаты показывают, что сформированный на ма-
кроносителях клеточный субстрат поддерживал репли-
кацию вируса в течение исследованного постинфекци-
онного периода.

Достигнутое в настоящей работе общее количество 
клеток 1,99 × 10⁹ на флакон сопоставимо по порядку вели-
чины с результатами, опубликованными для клеток Vero 
в CelCradle™ и родственных системах. Offersgaard и со-
авт. сообщали о 2,2–2,5 × 10⁹ клеток на культуральный мо-
дуль [8], Rhazi и соавт. — о значении до 3,04 × 10⁹ [10], 
а Guo и соавт. — до 2,46 × 10⁹ клеток [12]. Эти значения 
дают ориентир для интерпретации полученного клеточ-
ного выхода, однако не позволяют сделать прямой вывод 
о сравнительной эффективности платформ, поскольку ис-
следования различались по составу сред, плотности по-
сева, режимам культивирования и методам учета клеток.

После инфицирования титр вируса возрастал от 4,60 
log₁₀ ТЦД₅₀/мл в рабочем инокуляте до 6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/
мл через 120 ч после инфицирования. Разница составила 
1,40 log₁₀, что соответствует приблизительно 25,1-крат-
ному увеличению концентрации инфекционного вируса. 
Такой расчет отражает изменение титра в единице объема. 
Он не эквивалентен общему выходу вируса из флакона, 
поскольку в ходе процесса проводили частичные сборы 
на 72 и 120 ч с последующей заменой среды, а клеточ-
но-ассоциированный вирус дополнительно высвобождали 
только при конечном сборе на 144 ч.

После достижения максимума титр снижался и к 144 
ч после инфицирования составлял 5,41 log₁₀ ТЦД₅₀/мл. 
Одновременно уменьшалось общее количество клеток. 
Вместе с тем в ходе постинфекционной фазы изменялись 
не только состояние клеточной культуры, но и объем ви-
руссодержащей жидкости вследствие частичных сборов 
и замены среды. Поэтому по имеющимся данным нельзя 
однозначно связывать снижение титра с истощением про-
дукционного потенциала клеток. Для такой интерпрета-
ции необходимы параллельные данные о жизнеспособно-
сти клеток, внутриклеточной и внеклеточной вирусных 
фракциях и полном балансе вируса на каждой времен-
ной точке.

Ранее платформы Tide Motion и packed-bed системы 
применялись для получения различных вирусов, вклю-
чая SARS-CoV-2, вирус гепатита C, вирус денге и ряд ви-
русов ветеринарного назначения [8–12,17–20]. В доступ-
ных публикациях сведения именно о сочетании штамма 
«Оспа-вакцина», клеток Vero, макроносителей BioNOC 
II® и системы BelloStage™-3000 ограничены. Поэтому 
полученные результаты дополняют данные о возможно-
стях применения макроносителей и Tide Motion подхода 

для культивирования ортопоксвирусов, не предполагая 
прямого доказательства превосходства данной платформы 
над другими способами культивирования.

При интерпретации результатов необходимо учиты-
вать экспериментальный дизайн. Исследование было вы-
полнено в рамках одного биореакторного запуска с тремя 
параллельными флаконами BelloCell® 500A. Такой ди-
зайн позволяет оценить вариабельность между культу-
ральными единицами одного запуска, но не характери-
зует межсерийную воспроизводимость процесса. Для ее 
оценки необходимы независимые биореакторные запуски, 
выполненные в разные серии экспериментов.

К другим ограничениям относятся отсутствие парал-
лельной контрольной платформы, неполный временной 
ряд данных о жизнеспособности клеток и отсутствие раз-
дельного количественного учета внутриклеточной и вне-
клеточной вирусных фракций. В настоящей работе также 
не рассчитывали кумулятивный выход вируса, выход на 
клетку или единицу площади макроносителей и не оце-
нивали генетическую стабильность штамма, чистоту, ста-
бильность вирусного материала и параметры масштаби-
рования. Поэтому следующий этап исследования должен 
включать независимые биореакторные запуски, прямое 
сравнение с валидированным способом культивирования 
и полный материальный баланс вируса с заранее опре-
деленными показателями клеточной и вирусной продук-
тивности.

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В лабораторных условиях показана возможность куль-
тивирования штамма «Оспа-вакцина» вируса осповак-
цины в клетках Vero на макроносителях BioNOC II® с 
использованием системы BelloStage™-3000. При выбран-
ном режиме общее количество клеток увеличивалось с 
7,45 × 10⁷ до 1,99 × 10⁹ клеток на флакон за 120 ч культи-
вирования.

После инфицирования максимальный титр вируса со-
ставлял 6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/мл и регистрировался через 120 ч 
после инфицирования. По сравнению с титром рабочего 
инокулята 4,60 log₁₀ ТЦД₅₀/мл увеличение составило 1,40 
log₁₀, или приблизительно 25,1 раза. Полученные данные 
подтверждают репликацию штамма «Оспа-вакцина» в ис-
следованной системе при выбранных условиях.

Результаты настоящей работы следует рассматривать 
как лабораторную характеристику процесса, полученную 
в одном биореакторном запуске без параллельной срав-
нительной платформы. Для оценки воспроизводимости, 
сравнительной эффективности и возможности дальней-
шего масштабирования необходимы независимые био-
реакторные эксперименты, количественная оценка жиз-
неспособности клеток и полный учет вирусного выхода.
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ABSTRACT
Vaccinia virus remains relevant as a viral substrate for smallpox vaccines and as an orthopoxvirus model. This study 

evaluated, at laboratory scale, the feasibility of cultivating the “Ospa-vaktsina” vaccinia virus strain in Vero cells grown on 
BioNOC II® macrocarriers using the BelloStage™-3000 Tide Motion system. The study was not designed as a comparative 
assessment of BelloStage™-3000 performance against another cultivation platform.

Vero cells were cultivated in BelloCell®-500A vessels in Dulbecco’s Modified Eagle Medium supplemented with 2% 
fetal bovine serum. After 120 h of cell cultivation, when the total cell number reached 1.99 × 10⁹ cells per vessel, cultures 
were infected with a working virus inoculum at a calculated infectious input of 0.01 TCID₅₀ per cell. The infectious input was 
calculated as the total TCID₅₀ delivered in the 500-mL inoculum divided by the total cell number at infection. One bioreactor 
run included three parallel BelloCell®-500A vessels (n = 3 culture units within a single run).

Cell attachment to the macrocarriers was 89% at 3 h after seeding. The total cell number increased from 7.45 × 10⁷ cells 
at seeding to 1.99 × 10⁹ cells per vessel at 120 h, corresponding to a 26.7-fold increase. Following infection, the virus titer 
increased from 4.60 log₁₀ TCID₅₀/mL in the working inoculum to a maximum of 6.00 log₁₀ TCID₅₀/mL at 120 h post-infection, 
a 1.40-log₁₀ (approximately 25.1-fold) increase. Culture medium parameters were maintained within predefined operating 
ranges for the cell-growth and post-infection phases.

Under the conditions tested, the Vero/BioNOC II® culture supported replication of the “Ospa-vaktsina” strain in 
BelloStage™-3000. Because the study comprised a single bioreactor run and did not include a parallel comparator platform, 
the findings demonstrate laboratory-scale feasibility but do not establish technological superiority, process scalability, or 
suitability for vaccine manufacturing.

Keywords: Vaccinia virus, Vero cells, cultivation, bioreactor, BioNOC II® macrocarriers, Tide Motion.

BELLOSTAGE™-3000 ЖҮЙЕСІНДЕ BIONOC II® МАКРОТАСЫМАЛДАҒЫШТАРЫНДА VERO 
ЖАСУШАЛАРЫНДА ОСПОВАКЦИНА ВИРУСЫНЫҢ «ОСПА-ВАКЦИНА» ШТАМЫН ӨСІРУ
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ТҮЙІН
Осповакцина вирусы (Vaccinia virus) шешекке қарсы вакциналарды өндірудің негізі ретінде тәжірибелік маңыз-

дылығын сақтаған, бұл оның өсіру әдістерін жетілдіру қажеттілігін көрсетеді. Зерттеу мақсаты – Tide Motion принципі 
бойынша жұмыс атқаратын BelloStage™-3000 биореактор жүйесінде BioNOC II® макротасымалдағыштарда Vero жа-
суша өсіндісінде осповакцина вирусының «Оспа-вакцина» штамын өсіру мүмкіндігін бағалау.

Vero жасушасын өсіру BelloCell®-500A құтыларында 2 % ірі қара малдың ұрықтық қан сарысуы қосылған DMEM 
қоректік ортасында жүргізілді. Бір құтыдағы жасушалардың жалпы саны 120 сағатта 1,99 × 10⁹ дейін өскенде, жасуша 
өсіндісін осповакцина вирусымен 0,01 ТЦД₅₀/жасуша дозада зарарланды. Зерттеуді бір биореактор жүйесінде жеке 
культуралды бірліктер ретінде үш BelloCell®-500A құтыларын қолдану арқылы жүргізілді.

Егуден кейін 3 сағ өткен соң макротасымалдағыштарға жасушалардың жабысу деңгейі 89 %-ға жеткені анықталды. 
Бір құтыдағы жалпы жасуша саны 120 сағаттық өсіру барысында 7,45 × 10⁷-нан 1,99 × 10⁹-ға дейін өсті, бұл 26,7 есе 
артуға сәйкес келді. Жұқтырғаннан кейін вирус титрі жұмыс инокулятындағы 4,60 log₁₀ ТЦД₅₀/мл-ден 120 сағ өткенде 
6,00 log₁₀ ТЦД₅₀/мл ең жоғары мәніне дейін артты. Айырмашылық 1,40 log₁₀ немесе шамамен 25,1 есе болды. Өсіру-
дің барлық кезеңінде қоректік ортадағы глюкоза концентрациясы мен рН көрсеткіші белгіленген жұмыс диапазонда-
рында сақталды.

Алынған нәтижелер BioNOC II® макротасымалдағыштарда Vero жасушаларын өсіру үшін таңдалған әдіс 
BelloStage™-3000 жүйесінде «Оспа-вакцина» штамының көбеюін сүйемелдейтін жасуша субстратының түзілуін қамта-
масыз етті. Зерттеу бір биореакторлық цикл аясында жүргізіліп, параллель салыстырмалы платформаны қамтымаған-
дықтан, алынған деректер зерттелген жағдайлардағы процестің зертханалық жүзеге асу мүмкіндігін сипаттайды және 
жүйенің технологиялық артықшылығы немесе масштабталу қабілеті туралы қорытынды жасауға мүмкіндік бермейді. 

Түйінді сөздер: осповакцина, Vero жасушалары, өсіру, биореактор, BioNOC II® макротасымалдағыштары, Tide 
Motion.
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