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АННОТАЦИЯ 

Использование рекомбинантных вирусных векторов является одним из перспективных подходов к созданию вак-
цин нового поколения против туберкулёза крупного рогатого скота. Для профилактики туберкулеза крупного рогатого 
скота на основе метода обратной генетики были сконструированы два реассортантных рекомбинантных штамма вируса 
гриппа А, экспрессирующих микобактериальные белки ESAT-6 и TB-10.4. В результате оптимизации условий культи-
вирования вирусов цитопатическое действие вируса было зафиксировано на культуре клеток Vero. Установлено, что 
максимальное накопление вирусов отмечается при культивировании в культуре клеток Vero, с использованием бессы-
вороточной среды DМЕМ при температуре (37 ± 0,5) ºС, с доступом 5% углекислого газа. Пик биологической актив-
ности рекомбинантных штаммов для обоих образцов достигал на 72 часу исследования и продержался на протяже-
нии 96 ч. Биологическая активность FLU NS_ESAT 6 составила 7,50 ± 0,08 lg ТЦД50/см3, а для FLU NS_ТВ10.4 7,75 
± 0,08 lg ТЦД50/см3. Полученные результаты являются основой для наработки вирусной биомассы для работ по соз-
данию экспериментальных серии вакцин против туберкулеза крупного рогатого скота.
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ВВЕДЕНИЕ

Векторные вакцины на основе гриппозных векторов 
являются одним из безопасных вакцин для профилактики 
инфекционных заболевании людей и животных. Особен-
ностью использования генетической конструкции грип-
позного вектора является укорочение транслируемой об-
ласти белка NS1 на 50% и замещение его карбоксильной 
части последовательностью, кодирующей туберкулезные 
антигены. Выбор целевых белков определяется тем, что 
данные белки экспрессируются в разных фазах жизнен-
ного цикла микбактерии; содержат охарактеризованные 
эпитопы для распознавания популяциями CD4+ и CD8+ 
Т-клеток для формирования сбалансированного протек-
тивного иммунного ответа клеточного типа [1].

Среди множества белков, кодируемых геномами эпи-
топов комплекса M. tuberculosis, лишь небольшая группа 
непосредственно связана с началом заболевания и его раз-
витием. Из этой группы наибольший интерес представ-
ляют белки ESAT-6, TB10.4 и HspX – наиболее мощные 
иммуногены, которые к тому же являются наиболее под-
ходящими кандидатами для гетерологичной вакцинации, 
успешно применяющиеся по всему миру. В частности, 
многие белки семейства ESAT-6, к которому относится 
и антиген TB10.4, наиболее часто используются для соз-
дания векторных и ДНК вакцин во всём мире. Эти белки 
содержатся в вакцинном штамме M. bovis БЦЖ и могут 
быть использованы для бустерной вакцинации, а также не 
входят в состав современных диагностических тест си-
стем [2].

Известны методы наработки биомассы вирусов гриппа 
в 10-дневных куриных эмбрионах с использованием стан-
дартных технологических схем, применяемых для про-
изводства гриппозных вакцин [3]. Однако, гриппозные 

вакцины, производимые с использованием эмбриональ-
ных яиц, имеют значительные ограничения, с точки зре-
ния расширения масштабов производства, и поэтому тре-
буются альтернативные методы производства на линиях 
культуры клеток [4]. 

Исходя из вышеизложенного, целью настоящего ис-
следования является оптимизация условий культивиро-
вания рекомбинантных штаммов вируса гриппа птиц, 
экспрессирующие микобактериальные белки M. bovis на 
культурах клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение вирусов
 Два рекомбинантных вирусов гриппа, несущие белки 

M. bovis ESAT-6 и ТВ10.4, были получены методом об-
ратной генетики, путем трансфекции 8 плазмид в куль-
туре клеток Vero набором электропорации Cell Line 
Nucleofector® Kit (Lonza, США). Часть трансфекцион-
ного материала высевали в культуральные планшеты, 
другую часть вводили в 10-дневные РКЭ. Через 6 часов 
после трансфекции среда заменялась на 4 мл среды Opti-
Pro SFM (Gibco, США) с добавлением 2% культуральной 
добавки GlutaMax (Gibco, США) и трипсина (1 мкг/мл) 
(Sigma). Через 2 дня после развития цитопатического эф-
фекта собирался супернатант и использовалась для опти-
мизации параметров культивирования рекомбинантных 
штаммов в культуре клеток Vero и МDСК. Полученные 
штаммы были обозначены как FLU NS_ESAT 6 и FLU 
NS_ТВ10.4. 

Клетки
 Клеточные линии Vero и MDCK приобретены из Аме-

риканской коллекции типовых культур. Клетки Vero и 

Original Article



75

Eurasian Journal of Applied Biotechnology. №.1, 2023 

MDCK адаптированы и далее культивированы в модифи-
цированной Дульбекко среде Игла (DMEM) с 4 мМ l-глю-
тамином [5].

Оптимизация параметров культивирования рекомби-
нантных вирусов гриппа

Среди параметров культивирования, ввиду существен-
ного влияния на возможность накопления вируса в куль-
туре клеток, определялась оптимальная среда (культура 
клеток), температура и срок инкубации вирусов.

Определение оптимальной температуры инкубиро-
вания

Для определения оптимальной температуры инкуби-
рования культуры клеток Vero и МDСК были заражены 
вирусами FLU NS_ESAT 6 и FLU NS_ТВ10.4 в дозе 1000 
lg ТЦД 50/см3 при 37±0,5ºС. Далее инфицированные 
культуры клеток были инкубированы при температурах 
37±0,5ºС, 33±0,5ºС и 35±0,5ºС, и относительной влажно-
сти воздуха 55±5% [6].

Определение оптимальные сроки инкубирования
Для определения оптимальных сроков инкубации 

культуры клеток Vero и МDСК были заражены вирусами 
FLU NS_ESAT 6 и FLU NS_ТВ10.4 в дозе 1000 lg ТЦД 50/
см3. Инфицированные культуры клеток были инкубиро-
ваны при температурах 37±0,5ºС и относительной влаж-
ности воздуха 55±5% в течение 24, 48, 72 и 96 часов [1].

Определение биологической активности рекомби-
нантных штаммов 

Биологическая активность рекомбинантных штаммов 
FLU NS_ESAT 6 и FLU NS_ТВ10.4 определялась по об-
щепринятой методике путем титрования в культуре кле-
ток Vero и МDСК. Учет результатов титрования прово-
дили по методу L. Reed & H. Muench и выражали в lg 
ТЦД50/см3 [7].

Определение гемагглютинирующей активности ре-
комбинантных штаммов 

Гемагглютинирующая активность рекомбинантных 
штаммов определялась по общепринятой методике в РГА 
с использованием 1% взвеси эритроцитов петуха [8].

Оценка наличия генетической вставки методом ОТ-
ПЦР

Для подтверждения наличия вставки была прове-
дена амплификация гена NS методом ОТ-ПЦР с опре-
делением его размера в сравнении с диким штаммом. 
Выделение РНК, постановка одноступенчатой ОТ-
ПЦР с использованием праймеров NS-RT-Len (пря-
мой праймер) – AGCAAAAGCAGGGTGACAAAG; 
P R 8 - N S 1 - 3 U T R  ( о б р а т н ы й  п р а й м е р )  – 
GAAACAAGGGTGTTTTTTATTATTAAAT, были прове-
дены согласно общепринятому протоколу. 

Электронная микроскопия вирусов
Концентрирование вируса проводилось методом уль-

трацентрифугирования на ультрацентрифуге Himac CS-
150FNX (Япония) при ускорении 366 000 g в течение 20 
минут. По окончании центрифугирования надосадочная 
жидкость удалялась, а осадок суспендировался 1Х PBS 
буфером объемом 100 мкл.

Для электронной микроскопии препараты готовились 

адсорбцией на медные сетки с формваровой подложкой, 
укрепленной углем. Негативное контрастирование прово-
дилось 2%-ным водным раствором фосфорно-вольфрамо-
вой кислоты и исследовалось на трансмиссионном элек-
тронном микроскопе JEM-100 CX-II JEOL (Япония) при 
ускоряющем напряжении 80 кВ, и различных увеличе-
ниях. Фотографические снимки были получены из про-
явленных и закрепленных негативов с помощью фотоу-
величителя «Азов».

Статистическая обработка
Определялись среднеарифметические значения иссле-

дованных параметров, а также их стандартная ошибка. 
Достоверность различий между показателями была опре-
делена с использованием статистической программы 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 
USA). Значение Р < 0,05 считалось значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клетки дефицитные по интерферону Vero были транс-
фецированы плазмидой, экспрессирующая химерную 
РНК NS гена вируса гриппа, совместно с набором плаз-
мид, экспрессирующих белки полимеразного комплекса, 
NP, NA, HA и M вируса гриппа. Оба рекомбинантных 
штамма содержали генные сегменты PB2, PB1, PA, NP, 
соответствующие последовательностям вируса гриппа A/
PR/8/34(H1N1), поверхностные антигены HA, NA и М от 
вируса гриппа А/Астана/5/05 и модифицированный ген 
NS вируса гриппа A/PR/8/34(H1N1), кодирующий укоро-
ченный до 124 аминокислот белок NS1, слитый в одной 
рамке считывания с целевыми микобактериальными ан-
тигенами. Трансфекция проводилась путем электропора-
ции в соответствии с инструкцией по использованию Cell 
Line Nucleofector® Kit. Схема получения рекомбинантных 
штаммов, экспрессирующих микобактериальные анти-
гены (FLU NS_ESAT 6 и FLU NS_ТВ10.4) методом транс-
фекции представлена на рисунке 1.

Часть трансфекционного материала высевалась в 6-лу-
ночные планшеты (V0), другой частью заражались РКЭ 
(E0). Полученный на данном этапе материал культураль-

Рисунок 1. Технология получения рекомбинантных штаммов 
вируса гриппа, экспрессирующих микобактериальные анти-

гены методом трансфекции
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ной или аллантоисной жидкости, содержал «нулевой» 
пассаж вирусных штаммов. Через сутки после транс-
фекции на клетках Vero выраженного ЦПД вируса не на-
блюдалось. Первые признаки развития ЦПД на культуре 
клеток Vero для обоих штаммов были отмечены через 36 
часов после трансфекции. Через 48 часов клеточный мо-
нослой был полностью разрушен вследствие развития ви-

русного ЦПД. Наличие рекомбинантных вирусов в об-
разцах культуральной жидкости было подтверждено в 
реакции гемагглютинации (РГА).

Анализ аллантоисной жидкости, содержащей «нуле-
вой» пассаж рекомбинантных вирусных штаммов показал 
отсутствие гемагглютинации для обоих штаммов. Резуль-
таты трансфекции представлены на рис. 2 и в таблице 1. 

Рисунок 2. Развитие ЦПД рекомбинантных вирусов гриппа на культуре клеток Vero после трансфекции

Таблица 1. Результаты трансфекции при сборке рекомбинантных штаммов, экспрессирующих микобактериальные 
антигены

Название рекомбинантного штамма
Результат трансфекции клеток по данным РГА, ГАЕ

РКЭ (Е0) Vero (V0)

«FLU NS_TB10.4» 0 1:4

«FLU NS_ESAT-6» 0 1:8

Далее проводились работы по оптимизации параме-
тров культивирования полученных вирусов после транс-
фекции. Через сутки после заражения культуры клеток 
вирусом выраженного ЦПД вируса не наблюдалось на 
обоих культурах клеток. Первые признаки развития ЦПД 
на культуре клеток Vero для обоих штаммов были отме-

чены на 48 часы культивирования. Через 72-96 часов кле-
точный монослой Vero у обоих рекомбинантных штаммов 
был полностью разрушен вследствие развития вирусного 
ЦПД (Рис.3).
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Как видно из данных рисунка 3 рекомбинантные 
штаммы адаптированы к культуре клеток Vero. Актив-
ность вируса проявлялась в течение 4 суток инкубирова-
ния на культуральных матрасах, полное разрушение мо-
нослоя клеток было зафиксировано на 5 сутки. Однако, 
ЦПД вируса в культуре клеток МDСК не был замечен в 
течении 4 суток культивирования. 

Далее были проведены несколько пассажей рекомби-
нантных штаммов на культуре клеток Vero и МDСК для 
определения при каждом пассаже биологической актив-
ности вируса, а также изучен оптимальный режим инку-
бирования культивирования при различной температуре 
(33±0,5ºС, 35±0,5ºС, 37±0,5ºС) (Рис.4). 

Таким образом, в результате культивирования реком-
бинантных штаммов при трех разных температурных ре-
жимах (33±0,5ºС, 35±0,5ºС, 37±0,5ºС) на двух культурах 
клеток, ЦПД было зафиксировано в культуре клеток Vero 
при 37±0,5ºС. А рост вирусов в культуре МDСК не заме-
чен, и также оставался без признака развития ЦПД при 
разных температурных режимах. 

Анализ данных рисунка 4 показал, что биологическая 
активность рекомбинантных штаммов экспрессирующие 
микобактериальные антигены, в сравнительной характе-
ристике, наблюдается во всех испытанных температурных 
режимах, однако, 37±0,5ºС для культивирования исследу-
емых образцов в монослое культуры клеток Vero являлся 
наиболее оптимальной температурой, так как при данной 
температуре получены наивысшие показатели их инфек-
ционной активности, который в среднем составила 7,50 
± 0,08 lg ТЦД 50/см3для FLU NS_ESAT 6 и для FLU NS_
ТВ10.4 - 7,75 ± 0,08 lg ТЦД 50/см3. 

Далее были проведены исследования по определе-
нию оптимальных сроков инкубирования рекомбинант-
ных штаммов, экспрессирующие микобактериальные 
антигены в монослое культуры клеток Vero. Зараженные 
культуры клеток Vero были заложены для инкубирования 
на протяжении 24, 48, 72 и 96 часов. Относительная влаж-
ность воздуха составляла 55 ± 5 % (Рис.5). 

Анализ сравнительной характеристики длительности 
культивирования в культуре клеток Vero показал, что ЦПД 
проявилось через 48 часов и продлилось на протяжении 

Рисунок 3. Микроскопические снимки культуры клеток Vero, зараженные рекомбинантными штаммами. Снимок получен при 
10х увеличении на световом микроскопе MicroOptix.

Рисунок 4. Сравнительная характеристика биологической ак-
тивности рекомбинантных штаммов на культуре клеток Vero 
и подбор оптимальных условий культивирования при различ-

ной температуре 
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96 часов. Пик биологической активности рекомбинантных 
штаммов для обоих образцов достигал на 72 часу иссле-
дования и продержался на протяжении 96 часов, где био-
логическая активность FLU NS_ESAT 6 составила 7,50 ± 
0,08 lg ТЦД50/см3, а для FLU NS_ТВ10.4 составила 7,75 ± 
0,08 lg ТЦД50/см3. 

Таким образом, результаты данных исследований по-

зволяют сделать вывод, что максимальное поражение мо-
нослоя клеток в культуре Vero наступает через 72 часа 
инкубирования, при использовании питательной бессы-
вороточной среды DМЕМ, с трехразовой промывкой этой 
же питательной средой, при том, что матрас был закрыт 
вентилируемой крышкой. Культура инкубировалась в СО2 
инкубаторе при температуре (37 ± 0,5) ºС, с доступом 5% 
углекислого газа. 

Генетическая стабильность микобактерильной вставки 
в гене NS оценивалась в ОТ-ПЦР после каждого из пяти 
пассажей в культуре клеток Vero. Ген NS исследуемых 
пассажей сравнивался с геном NS дикого вируса гриппа 
птиц. По результатам ОТ-ПЦР подтверждено, что длина 
сегмента гена NS, содержащей вставки микобактериаль-
ных белков, увеличена и составляет 1170 п.о. для образца 
ТВ10.4 и 1175 п.о. для образца ESAT-6 (Рис.6). 

Следуя данным рисунка 6, установлено, что сегмент 
гена NS содержит вставку микобактериальных белков 
TB10.4 и ESAT-6, которая сохраняется на протяжении ис-
следованных пяти пассажей.

Образцы культуральной жидкости с пятого пассажа 
на культуре Vero были исследованы с помощью электрон-
ного микроскопа (Рис.7). 

Рисунок 5. Сравнительная характеристика длительности куль-
тивирования в культуре клеток Vero рекомбинантных штаммов 

FLU NS_ESAT 6 и FLU NS_ТВ10.4

Рисунок 6. Электрофореграмма сегмента гена NS, содержащей микобактериальные вставки (дорожки 1–5 – образцы пассажей; М 
– маркер молекулярного веса; К– отрицательный контроль (деионизированная вода); К+ – положительный контроль (дикий NS))

Рисунок 7. Снимок электронной микроскопии рекомбинантных штаммов
Снимок получен при 100 000 разовом увеличении на трансмиссионном электронном микроскопе JEM-100 CX-II JEOL (Япония)
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По полученным снимкам, полученные рекомбинант-
ные вирусы соответствуют по морфологии вирусу гриппа 
птиц. Вирионы имеют сферическую форму, покрыты су-
перкапсидом, образованным липидным бислоем, который 
имеет гликопротеиновые шипы длиной около 10 нм опре-
деляющие гемагглютинирующую либо нейраминидазную 
активность.

ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее экономически эффективными средствами 
предупреждения распространения инфекционных забо-
леваний являются профилактика в виде вакцинации. Тех-
нология разработки ветеринарных вакцин с использова-
нием генетического материала возбудителя представляет 
собой новый способ получения вакцин, с использованием 
вирусов в качестве вектора для доставки антигенов. По-
тенциал вирусных векторов в качестве кандидатов на но-
вые вакцины основывается на возможности экспрессии 
любого чужеродного антигена с модификацией или без 
нее in vivo [9]. 

Использование вирусов гриппа в качестве вектора яв-
ляется более безопасным по сравнению с другими виру-
сами из-за его неспособности интегрироваться в хромо-
сомы реципиента [6]. 

В настоящей работе в качестве объекта исследования 
был использован гриппозный вектор с модифицирован-
ным геном NS, который содержит половину нормального 
размера NS1 белка вируса гриппа, а затем содержит по-
следовательность, кодирующий чужеродный микобакте-
риальный белок. 

Два рекомбинантных вируса гриппа, несущие белки 
M. bovis ESAT-6 и ТВ10.4, были получены методом об-
ратной генетики, путем трансфекции 8 плазмид в куль-
туре клеток набором для электропорации. Рекомбинант-
ные штаммы были обозначены как FLU NS_ESAT 6 и FLU 
NS_ТВ10.4.

Наблюдение за ЦПД, индуцированными вирусной 
инфекцией, является практическим методом определе-
ния присутствия и роста вирусов в культуре клеток. В ре-
зультате культивирования рекомбинантных штаммов на 
культуре клеток Vero и MDCK, ЦПД вирусов было зафик-
сировано в культуре клеток Vero, а культура МDСК оста-
валась без признака развития ЦПД. При начальном раз-
витии ЦПД клетки Vero округляются, и некоторые клетки 
начинают отделяться от стенок культурального матраса, 
что вызвано гибелью клеток. Когда большее количество 
клеток было инфицировано рекомбинантным штаммами 
вируса гриппа, создавались островки в монослое клеток, 
и были отделены от культурального матраса.

Установлено, что максимальное накопление вирусов 
отмечается при культивировании в культуре клеток Vero, с 
использованием бессывороточной среды DМЕМ при тем-
пературе (37 ± 0,5) ºС, с доступом 5% углекислого газа. 
Пик биологической активности рекомбинантных штам-
мов для обоих образцов достигался на 72 часу исследо-
вания и продержался на протяжении 96 часов, где биоло-
гическая активность FLU NS_ESAT 6 составила 7,50 ± 
0,08 lg ТЦД50/см3, а для FLU NS_ТВ10.4 составила 7,75 ± 
0,08 lg ТЦД50/см3. 

Важно подчеркнуть, что данный подход ранее с успе-
хом был использован учеными НИИПББ при создании 
векторной противотуберкулезной вакцины на основе 
гриппозных вирусов, экспрессирующие микобактери-
альные белки ESAT-6 и Ag-85, для здравоохранения 
(Mycobacterium tuberculosis). Наработка вирусной био-
массы в культуре клеток Vero также проходил на бессыво-
роточной среде DМЕМ. Проведенные комплексные иссле-
дования показали ее полную безопасность при испытании 
на модельных животных, таких как лабораторные мыши 
и морские свинки [10]. Более того установлено, что вак-
цина у привитых формирует сильный антиген-специфич-
ный Т-клеточный иммунный ответ, а также высокую про-
тективность, не уступающую, коммерческой вакцине BCG 
[11,12]. 

Сегмент гена NS содержит вставку микобактериаль-
ных белков TB10.4 и ESAT-6, которая сохраняется на 
протяжении исследованных пяти пассажей. По снимкам 
электронной микроскопии, полученные рекомбинантные 
вирусы соответствуют по морфологии вирусу гриппа 
птиц.

При соблюдении указанных параметров культивиро-
вания можно стабильно получать высокоактивный вирус-
содержащий материал с инфекционной активностью не 
менее 7 lg ТЦД50/см3, что вполне пригодно для приготов-
ления векторной вакцины против туберкулеза крупного 
рогатого скота.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате работ по оптимизации параметров куль-
тивирования, такие как культура клеток для наработки 
вируса, температурный режим и сроки инкубации, были 
определены следующие оптимальные параметры куль-
тивирования рекомбинантных вирусов гриппа птиц: ис-
пользование культуры клеток Vero на бессывороточной 
среде DМЕМ при температуре (37 ± 0,5) ºС, с доступом 
5% углекислого газа. Культивирование вируса в этих ус-
ловиях позволяет получать активную вирусную биомассу.
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OPTIMIZATION OF CULTIVATION CONDITIONS FOR RECOMBINANT INFLUENZA VIRUSES 
EXPRESSING IMMUNODOMINANT M. BOVIS PROTEINS
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ABSTRACT

The use of recombinant viral vectors is one of the promising approaches to the creation of a new generation of vaccines 
against bovine tuberculosis. For the prevention of tuberculosis in cattle, two reassortant recombinant strains of influenza A virus 
expressing mycobacterial proteins ESAT-6 and TB-10.4 were constructed based on the method of reverse genetics. As a result 
of optimization of virus cultivation conditions, the cytopathic effect of the virus was recorded on the Vero cell culture. It has 
been established that the maximum accumulation of viruses is noted when cultivating in a Vero cell culture using a serum-free 
DMEM medium at a temperature of (37 ± 0.5) ºС, with access to 5% carbon dioxide. The peak of the biological activity of the 
recombinant strains for both samples reached at 72 hours of the study and lasted for 96 hours. The biological activity of FLU 
NS_ESAT 6 was 7.50 ± 0.08 lg TCD50/cm3 , and for FLU NS_TB10.4 was 7,75 ± 0,08 lg TCD50/cm3. The results obtained are 
the basis for the development of viral biomass for work on the creation of an experimental series of vaccines against bovine 
tuberculosis.

Keywords: mycobacterial antigens, recombinant avian influenza virus strain, cultivation, temperature effect, cell culture, 
Vero, MDCK 
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ТҮЙІН

Рекомбинантты вирустық векторларды қолдану ірі қара туберкулезіне қарсы жаңа буын вакциналарын жасаудың 
перспективалы тәсілдерінің бірі болып табылады. Ірі қара мал туберкулезінің алдын алу үшін кері генетика әдісі не-
гізінде Еsat-6 және TB10.4 микобактериялық ақуыздарын экспрессиялайтын тұмау вирусының екі реассортантты ре-
комбинантты штамдары жасалды. Вирустарды өсіру жағдайларын оңтайландыру нәтижесінде вирустың цитопатиялық 
әсері Vero жасушаларында тіркелді. Vero жасуша торшаларында вирустардың максималды жинақталуы сарысусыз 
DМЕМ қоректік ортасында 5% көмірқышқыл газына қол жеткізе отырып, (37±0,5) ºС температурада өсіру кезінде бай-
қалатыны анықталды. Екі вирустың биологиялық белсенділігінің шыңы 72 сағаттық зерттеуге жетті және 96 сағатқа 
созылды. FLU NS_Еsat 6 биологиялық белсенділігі - 7,50 ± 0,08 lg ЦӘТ50/см3, ал FLU NS_ТВ10.4 - 7,75 ± 0,08 lg ЦӘТ50/
см3болды. Алынған нәтижелер ірі қара мал туберкулезіне қарсы вакциналардың эксперименттік сериясын жасау бой-
ынша жұмыстар үшін вирустық биомассаны әзірлеу үшін негіз болып табылады.

Негізгі сөздер: микобактериялық антигендер, құс тұмауы вирусының рекомбинантты штаммы, культивирлеу, тем-
ператураның әсері, жасуша торшалары, Vero, MDCK. 


