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PREPARATION OF ANTIGEN PLAGUE OF PESTE DES PETITUS 
RUMINANTS BASED ON STRAINS OF "KENTAU-7" 
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Keywords: plague of shallow ruminant animals, stamm, antigen, cultivation, culture of cages, termolizis, 
technology of preparation of cultural antigen.  

Abstract. It has been conducted by selection of the optimum system of cultivation strain "Kentau-7" virus pla-
gue of peste des petitus ruminants. To do this, it was used the primary (KL, LT, KC, KC) and transplanted (SK, 
Vero, MDBK , PK) cell cultures. Empirically it was found that the strain of "Kentau-7" of the virus plague peste des 
petitus ruminants breeds in all these cell cultures. However, the more active the virus accumulates in the cell culture 
monolayers KL, MDBK , PK and KC - virus titers reached 5,43-5,75 lgTCE 50/cen

3. 
In the experiment for the preparation of antigen plague of peste des petitus ruminants there was used 5 ways.               

It was established experimentally that the most active antigen obtained using the procedure 2 providing a               
100-fold concentration of the cell suspension precipitating at 2000 rev / min, and a single termolizis clarification at                        
4000 rev/min for 30 min. 

 
 

УДК 619:578.831.2:57.083.138 
 

ПРИГОТОВЛЕНИЕ АНТИГЕНА ВИРУСА ЧУМЫ МЕЛКИХ 
ЖВАЧНЫХ ЖИВОТНЫХ НА ОСНОВЕ ШТАММА «КЕНТАУ-7» 

 
Ж. К. Кошеметов1, А. В. Сухоруков1, Х. Б. Абеуов2, Р. З. Нургазиев3, А. Р. Сансызбай1 

 
1РГП «НИИ проблем биологической безопасности» КН МОН РК,  

Жамбылская область, Кордайский район, пгт Гвардейский, Казахстан, 
2РГП «Казахский аграрный национальный университет» МСХ РК, Алматы, Казахстан, 

3Кыргызский национальный аграрный университет им. К. И. Скрябина, Бишкек, Кыргызстан 
 

Ключевые слова: чума мелких жвачных животных, штамм, антиген, культивирование, культура кле-
ток, термолизис, технология приготовления культурального антигена.  

Аннотация. Проведены по подбору оптимальную систему культивирования штамма «Кентау» вируса 
чумы мелких жвачных животных. Для этого использованы первичные (ПЯ, ТЯ, ПТ, ПК) и перевиваемые 
(ПО, Vero, МДВК, ПС) культур клеток.  



Известия Национальной Академии наук Республики Казахстан  
  

   
6  

Опытным путем установлено, что штамм «Кентау-7» вируса чумы мелких жвачных животных размно-
жается на всех указанных культурах клеток. Однако более активные вирусы накапливаются в монослоях 
культур клеток ПЯ, МДВК, ПС и ПК – титры вируса составили 5,43-5,75 lgТЦД50/см

3.  
В опыте для приготовления антигена вируса чумы мелких жвачных животных использованы 5 спосо-

бов. Опытным путем установлено, что наиболее активные антигены получены при использовании методики 2, 
предусматривающей 100-кратное концентрирование клеточной суспензии осаждением при 2000 об/мин, 
однократный термолизис и осветление при 4000 об/мин в течение 30 мин. 

 
Введение. Вирусные антигены в процессе производства иммуноферментных тест-систем 

играют неоднозначную роль. Помимо непосредственного их применения при постановке серо-
логической реакции для выявления антител в качестве иммуносорбента или контрольного 
компонента при выявлении антигена, они используются также в качестве иммуногена в процессе 
получения диагностических сывороток. 

Антигены, используемые для приготовления иммуносорбента или иммунизации животных, во 
многом предопределяют чувствительность и специфичность иммуноферментной тест-системы. В 
процессе приготовления вирусные антигены, независимо от способа культивирования, оказы-
ваются контаминированы множеством балластных веществ из органов или культур тканей, что в 
свою очередь сказывается на специфичности препарата и соответственно самого метода. В связи с 
этим возникает необходимость дальнейшей очистки. Среди наиболее широко используемых 
методов очистки вирусов и их субъединиц считаются высокоскоростное центрифугирование в 
градиенте плотности сахарозы или хлористого цезия [1, 2], хроматография [2–5] и другие методы, 
в том числе и в комбинации друг с другом [6]. Но самым эффективным способом очистки является 
аффинная хроматография с использованием моноклональных антител. Данный метод ввиду своей 
высокой специфичности позволяет получить наиболее очищенный антиген [7, 8]. 

Для диагностики ЧМЖЖ ранее антиген при исследовании в реакции иммунодиффузии в геле 
готовили из тканей и органов больных животных. Для этого ткань измельчают в ступке со сте-
рильным песком или стеклом пестиком до образования гомогенной массы. Затем добавляют 
буферный солевой раствор и центрифугируют при 4000 об/мин в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость используют в качестве антигена [9, 10]. Затем было предложено готовить антиген из 
зараженной культуры клеток Vero. Для этого пораженный монослой трехкратно замораживали и 
оттаивали, осветляли низкоскоростным центрифугированием, и далее осаждали вирус высокоско-
ростным центрифугированием. Полученный препарат использовали для постановки дот-ИФА [11]. 

Позже, с развитием метода иммуноферментного анализа, требования к чистоте антигена 
возросли. Для большей степени очистки стали использовать двухстадийное градиентное цен-
трифугирование в градиенте плотности сахарозы и тартрата калия [12]. 

С развитием химических и генетических технологий появилась возможность создавать 
синтетические и рекомбинантные антигены. Синтетические и рекомбинантные антигены вклю-
чают в себя детерминанты (эпитопы) природных антигенов и содержат компонент, определяющий 
специфичность строго определенного возбудителя. Использование рекомбинантов и синтети-
ческих пептидов имеет то преимущество, что работать с ними намного безопаснее, поскольку 
человек не контактирует с возбудителем, и кроме того упрощается ход очистки и повышается 
чистота антигена [13, 14]. 

В связи с этим в данной работе отражены исследовательские работы по подбору системы 
культивирования штамма «Кентау-7» вируса чумы мелких жвачных животных, и на основе 
приготовления антигена к данному возбудителю пригодных для постановки лабораторных тест-
систем. 

Материалы и методы исследований. Вирусы. Штамм вируса ЧМЖЖ «Кентау-7». Имеет 
биологическую активность в первично-трипсинизированной культуре клеток ПЯ 5,0 lgТЦД50/см

3. 
Культуры клеток. Для выделения, культивирования, титрования вируса ЧМЖЖ и исполь-

зовали первично-трипсинизированные культуры клеток ПЯ, ТЯ, ПТ, ПК и перевиваемые линии 
культуры клеток ПО, Vero, МДВК, ПС выращенные в лаборатории «Культивирования клеток и 
тканей» НИИПББ. 

Аппараты и лабораторное оборудование  
- низкотемпературный холодильник «Sanyo» (режим хранения биоматериалов минус 30-40°С); 
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- бытовые холодильники «ЗиЛ», «Stinol» для хранения образцов вируссодержащего материала, 
диагностических препаратов; 

- Торсионные весы марки «ВТ»; 
- Планшетный спектрофотометр марки «Multiscan Plus» фирмы «Flow Laboratories»; 
Инфицирование культур клеток и получение вируссодержащего культурального материала 
Заражение первично-трипсинизированных и перевиваемых линий культур клеток вирусом 

ЧМЖЖ осуществляли следующим способом. Культуру клеток в пробирках со сформировавшимся 
монослоем заражали культуральной вируссодержащей суспензией с 200 ед/мл пенициллина и 
стрептомицина в объеме 0,2 см3 на каждую пробирку. Контакт вируссодержащего материала с 
монослоем осуществляли в течение 1 час при (37±1)°С, после чего материал сливали и заливали по 
1-1,5 см3 питательной среды ПСП. В ходе культивирования смену среды проводили питательной 
средой с 2-5% нормальной сыворотки крупного рогатого скота через каждые 2-3 сут.  

 
Результаты исследований и их обсуждение 

 
Активность специфического антигена зависит от оптимальной системы культивирования, в 

качестве которой используется культура клеток. Для этого мы провели ряд опытов с использо-
ванием первичных (ПЯ, ТЯ, ПТ, ПК) и перевиваемых (ПО, Vero, МДВК, ПС) культур клеток. С 
целью адаптации вируса к каждой из указанных культур было проведено по 3 последовательных 
пассажа на пробирках. После 3 пассажа полученный вируссодержащий материал был исследован 
на биологическую активность путем титрования и использован для заражения матрасов с 
соответствующей культурой. Зараженные матрасы были помещены при температуре (371)С для 
инкубирования. Ежедневно вели наблюдение за изменениями в монослое через световой 
микроскоп. Учитывали сроки наступления ЦПД. После поражения монослоя на 80-100% матрасы 
были использованы для приготовления специфического антигена. Полученные препараты ис-
следовали в РДП на активность и специфичность со специфической и нормальной сыворотками 
при ЧМЖЖ. Результаты приведены в таблице 1. 
 

Таблица 1 – Результаты исследований по подбору оптимальной среды культивирования вируса ЧМЖЖ 
 

Параметры 
Культура клеток 

ПЯ ПО Vero МДВК ТЯ ПС ПТ ПК 

Сроки наступления ЦПД, сут 4-5 4-5 4-5 4-5 7-8 7-8 6-8 8-14 

Биологическая активность, lgТЦД50/см
3 5,43 

0,26 
5,17 
0,14 

4,75 
0,25 

5,71 
0,22 

4,25 
0,25 

5,50 
0,25 

4,00 
0,25 

5,75 
0,25 

Активность специфического антигена в РДП  
с SS 

4,71± 
0,49 

3,33± 
0,58 

2,33± 
0,67 

4,33± 
0,52 

1,67± 
0,58 

4,67± 
0,58 

1,33± 
0,58 

4,33± 
0,58 

Активность специфического антигена в РДП  
с SN 

– – – – – – – – 

Активность нормального антигена в РДП – – – – – – – – 

Примечания: 1. SS – сыворотка специфическая при ЧМЖЖ. 2. SN – сыворотка нормальная при ЧМЖЖ. 3. «–» – 
отрицательный результат. 

 
Из данных, приведенных в таблице 1, видно, что вирус размножается на всех указанных 

культурах клеток. При этом по полученным результатам титрования и исследования специфи-
ческого антигена в РДП наибольшее накопление вируса и антигена происходит на ПЯ, МДВК, ПС 
и ПК – титры вируса составили 5,43-5,75 lgТЦД50/см

3, титр антигена в РДП составил 4,33-4,71 log2. 
В культурах клеток ПО, Vero, ТЯ и ПТ при титровании вируса на биологическую активность и при 
титровании антигена отмечены более низкие показатели – биологическая активность 4,00-          
5,17 lgТЦД50/см

3 и титр антигена 1,33-3,33 log2. Препараты, приготовленные из незараженных 
культур клеток, показали отрицательный результат с обеими сыворотками. 

В дальнейших опытах по наработке вируссодержащего материала и приготовлению специ-
фического антигена ЧМЖЖ были использованы культуры клеток ПЯ и МДВК, поскольку ПС и 
ПК показали более поздние сроки наступления ЦПД. 
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С целью получения наиболее активного препарата необходимо было изучить сроки сбора 
вируссодержащего материала ЧМЖЖ для приготовления специфического антигена. Для этого 
сбор материала проводили в разные сроки и исследовали на биологическую активность вируса 
титрованием и на активность специфического антигена в РДП. Результаты проведенных иссле-
дований отражены в рисунках 1 и 2. 

 

 
 

Рисунок 1 – Динамика изменения титра вируса ЧМЖЖ в процессе культивирования на культуре клеток ПЯ 
 

На рисунке 1 показана динамика изменения титра вируса в процессе культивирования на 
культуре клеток ПЯ. Как видно из рисунка, рост активности наблюдается с 1-3 суток и достигает 
максимума на 6-7 сутки. Дальнейшее культивирование не приводит к повышению титра вируса и 
приводит к дегенерации монослоя и отслоению его от стекла. 

 

 
 

Рисунок 2 – Динамика накопления антигена вируса ЧМЖЖ при культивировании на культуре клеток ПЯ 
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На рисунке 2 показана динамика накопления антигена вируса ЧМЖЖ по результатам поста-
новки РДП. Как видно из представленной кривой, антиген обнаруживается на 3-4 сут культиви-
рования, и содержание его повышается до 6-7 сут, что совпадает с максимумом титра вируса. В 
дальнейшем наблюдается снижение титра антигена. 

Для облегчения задачи своевременного сбора вируссодержащего материала необходимо было 
изучить визуальные признаки изменения в монослое культуры клеток, соответствующие макси-
мальному уровню содержания антигена ЧМЖЖ. При визуальном изучении поражения монослоя 
через микроскоп было отмечено, что максимальный выход специфического антигена совпадает с 
появлением «окон» в монослое. 

Таким образом, нами было установлено, что наибольшее накопление антигена вируса ЧМЖЖ 
в культуре клеток ПЯ происходит на 6-7 сут культивирования и визуально это сопровождается 
появлением «окон» в пораженном монослое. 

Для отработки условий приготовления специфического антигена при ЧМЖЖ использовали 
клеточную суспензию зараженной культуры клеток ПЯ. С этой целью пораженный монослой 
снимали механическим путем стерильным резиновым шпателем, полученную суспензию с разных 
матрасов объединяли и делили на пять равных частей для оптимизации условий приготовления 
антигена по 5-ти методикам. Описание методик приведено ниже: 

 К клеточной суспензии добавляли ПЭГ-6000 до концентрации 7%, оставляли на 16-18 ч 
при (42)С для формирования осадка и центрифугировали при 2000 об/мин в течение 30 мин. 
Надосадок сливали, осадок ресуспендировали в дистиллированной воде в объеме, в 100 раз 
меньшем первоначального объема суспензии (концентрирование в 100 раз). Полученный препарат 
подвергали термолизису, однократно замораживая при минус 40С и оттаивая при комнатной 
температуре. После этого центрифугировали при 4000 об/мин в течение 30 мин для удаления 
клеточной фракции и диализировали против физиологического раствора в течение суток. 

 Клеточную суспензию концентрировали в 100 раз, подвергали однократному термолизису, 
замораживая при минус 40С и оттаивая при комнатной температуре, и осветлению при                    
4000 об/мин в течение 30 мин для удаления клеточной фракции. 

 Клеточную суспензию концентрировали в 100 раз, подвергали однократному термоли-            
зису, замораживая при минус 40С и оттаивая при комнатной температуре, и осветлению при             
10000 об/мин в течение 30 мин. 

 Клеточную суспензию концентрировали в 100 раз, подвергали трехкратному термолизису, 
замораживая при минус 40С и оттаивая при комнатной температуре, для более полного освобождения 
вируса из клеток и осветлению при 4000 об/мин в течение 30 мин для удаления клеточной фракции. 

 К клеточной суспензии добавляли сернокислый аммоний до концентрации 20%, оставляли 
на 16-18 ч при (42)С для формирования осадка, концентрировали в 100 раз, подвергали одно-
кратному термолизису, замораживая при минус 40С и оттаивая при комнатной температуре, и 
осветляли при 4000 об/мин в течение 30 мин для удаления клеточной фракции. Полученный 
препарат диализировали против физиологического раствора в течение суток. 

Как видно, в опыте были использованы разные способы концентрирования клеточной сус-
пензии, разные режимы термолизиса и осветления готового препарата. В предварительных опытах 
по осветлению антигена было установлено, что центрифугирование ниже 4000 об/мин не позво-
ляет полностью освободиться от клеточной фракции, поэтому в дальнейшем в процессе приготов-
ления антигена мы использовали только этом режим. 

Полученные препараты были исследованы в РДП на активность со специфическими сыво-
ротками при ЧМЖЖ и на специфичность с нормальными сыворотками козы и овцы. Результаты 
проведенных исследований приведены в таблице 2. 

Результаты, представленные в таблице 3, показывают, что наиболее активные антигены 
получены при использовании методики 2, предусматривающей 100-кратное концентрирование 
клеточной суспензии осаждением при 2000 об/мин, однократный термолизис и осветление при 
4000 об/мин в течение 30 мин. Антигены, приготовленные по другим методикам показали более 
низкую активность. Нормальные антигены, приготовленные по этим же методикам, показали 
отрицательный результат со всеми сыворотками. 
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Таблица 2 – Результаты исследований в РДП антигенов вируса ЧМЖЖ, приготовленных разными способами 
 

Активность 
антигена  
в РДП с 

Методика приготовления антигена 

1 2 3 4 5 

AgS AgN AgS AgN AgS AgN AgS AgN AgS AgN 

SS козья 3,66±0,58 – 5,00±0,00 – 4,33±0,58 – 4,00±0,00 – 3,33±0,58 – 

SS овечья 3,66±0,58 – 5,00±0,00 – 4,33±0,58 – 4,00±0,00 – 3,33±0,58 – 

SN козья – – – – – – – – – – 

SN овечья – – – – – – – – – – 

Примечания: 1. AgS – антиген специфический. 2. AgN – антиген нормальный. 3. SS – сыворотка специфическая 
при ЧМЖЖ. 4. SN – сыворотка нормальная. 5. «–» – отрицательный результат. 

 
Выводы. Разработана технология приготовления культурального антигена вируса ЧМЖЖ из 

штамма «Кентау-7», включающая культивирование штамма на культуре клеток ПЯ и МДВК, 
концентрирование в 100 раз осаждением клеточной суспензии и очистки от клеточного детрита 
центрифугированием при 4000 об/мин в течение 30 мин с последующей очисткой на 30% 
сахарозной подушке при 25000 об/мин в течение 60 мин.  
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«КЕНТАУ-7» ШТАММЫНЫҢ НЕГІЗІНДЕ ҰСАҚ КҮЙІС ҚАЙЫРАТЫН  
МАЛДАР ОБАСЫ ВИРУСЫНЫҢ АНТИГЕНІН ƏЗІРЛЕУ 

 
Ж. К. Көшеметов1, А. В. Сухоруков1, Х. Б. Əбеуов2, Р. З. Нұрғазиев3, А. Р. Сансызбай1 

 

1БҒМ ҒК «Биологиялық қауіпсіздік проблемалары ҒЗИ» РМК, 
2ҚР АШМ «Қазақ ұлттық аграрлық университеті» РМК, 

3К. И. Скрябин атындағы Қырғыз ұлттық аграрлық университеті, Бішкек, Қырғызстан 
 

Тірек сөздер: ұсақ күйіс қайыратын малдар обасы, штамм, антиген, өсіру, жасуша өсіндері, термо-
лизис. 

Аннотация. Ұсақ күйіс қайыратын малдар обасы вирусының «Кентау» штаммын өсіру үшін тиімді 
жүйе таңдалып алынды. Осы мақсатта алғашқы өсетін (ҚБ, ҚТ, ББ, ЛБ) жəне дамылсыз өсетін (ҚойБ, Vero, 
МДВК, ШБ) жасуша өсіндері қолданылды. 

Тəжірибе жүзінде ұсақ күйіс қайыратын малдар обасы вирусының «Кентау-7» штаммын жоғарыда 
келтірілген барлық жасуша өсіндерінде өсетіні анықталды. Алайда, солардың ішіндегі ҚБ, МДВК, ШБ жəне 
ЛБ жасуша өсіндерінің моноқабатында вирус белсенді көбейіп, титрі 5,43-5,75 lgТЦД50/см

3 құрады. 
Ұсақ күйіс қайыратын малдар обасы вирусының антигенін əзірлеу тəжірибесінде 5 тəсілді қолдандық. 

Тəжірибе жүргізу жолымен минутына 2000 айналым жылдамдықпен отырғызу арқылы жүзеге асатын жасу-
шалық суспензияны 100 есе концентрациялау, бір мəрте термолизистен өткізу жəне 30 минут бойы минуты-
на 4000 айналыммен айналдырып мөлдіретуді көздейтін 2-ші əдістемені қолданғанда ең белсенді антиген-
дерді алу мүмкін болды. 

 
Поступила 19.01.2016г. 
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Publication Ethics and Publication Malpractice 

in the journals of the National Academy of Sciences of the Republic of Kazakhstan 
 

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication 
see http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics. 

Submission of an article to the National Academy of Sciences of the Republic of Kazakhstan implies 
that the described work has not been published previously (except in the form of an abstract or as part of a 
published lecture or academic thesis or as an electronic preprint, 
see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication 
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible 
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the 
same form, in English or in any other language, including electronically without the written consent of the 
copyright-holder.  In particular, translations into English of papers already published in another language 
are not accepted. 

No other forms of scientific misconduct are allowed, such as plagiarism, falsification, fraudulent data, 
incorrect interpretation of other works, incorrect citations, etc. The National Academy of Sciences of the 
Republic of Kazakhstan follows the Code of Conduct of the Committee on Publication Ethics (COPE), 
and follows the COPE Flowcharts for Resolving Cases of Suspected Misconduct 
(http://publicationethics.org/files/u2/New_Code.pdf). To verify originality, your article may be 
checked by the Cross Check originality detection service http://www.elsevier.com/editors/plagdetect. 

The authors are obliged to participate in peer review process and be ready to provide corrections, 
clarifications, retractions and apologies when needed. All authors of a paper should have significantly 
contributed to the research. 

The reviewers should provide objective judgments and should point out relevant published works 
which are not yet cited. Reviewed articles should be treated confidentially. The reviewers will be chosen 
in such a way that there is no conflict of interests with respect to the research, the authors and/or the 
research funders. 

The editors have complete responsibility and authority to reject or accept a paper, and they will only 
accept a paper when reasonably certain. They will preserve anonymity of reviewers and promote 
publication of corrections, clarifications, retractions and apologies when needed. The acceptance of a 
paper automatically implies the copyright transfer to the National Academy of Sciences of the Republic of 
Kazakhstan. 

The Editorial Board of the National Academy of Sciences of the Republic of Kazakhstan will monitor 
and safeguard publishing ethics. 
 
 

Правила оформления статьи для публикации в журнале смотреть на сайте:  
 

www:nauka-nanrk.kz  
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