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В Г АЙРАПЕТЯН. К. Е. АБЕЛЯН. Дж. К. КАРАПЕТЯН

К ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЧЕСКОМУ ИЗУЧЕНИЮ 
ВИРУСА БОЛЕЗНИ АУЕСКИ В КУЛЬТУРЕ ТКАНИ

О морфологии и онтогенезе՜ вируса болезни Ауески в доступной нам 
литературе имеется лишь несколько сообщении.

В 1952 году Реаген и др. электронномикроскопически установили 
наличие вирусных частик в клетках мозга собаки. Было доказано мор
фологическое сходство вируса Ауески и Herpes-Simplex (4, 6]. Недавно 
вышедшая работа А. Ф. Быковского и др. [2] также говорит о одинако
вом морфологическом строении этих вирусов. К этой группе относят и 
вирус ларинготрахеита--LT [7]. Все эти вирусы обладают общими мор
фологическими признаками и сходной организацией. Рейсннг и Каплан 
16] показали, что неполные вирусные частицы, полученные путем воздей
ствия 5-флуороурацила на зараженную клетку, в отличие от инфекцион
ных (г. с. зрелых) вирусных частиц лишены нуклеоида.

В данной работе приводятся некоторые данные относительно онто
генеза вируса болезни Ауески в культуре ткани почек крольчат.

Материал и методы. Культ} ра ткани. Однослойная культу 
ра ткани почек новорожденных (5—15-дневных) крольчат (ПК) была 
получена от трипемнизированнон (в 0.25% растворе трипсина) почечной 
ткани в сбалансированном солевом растворе Хеикса, содержащем 0,5% 
гидролизата лактальбумина и 10% бычьей сыворотки. Культуру ткани 
выращивали в чашках Петри диаметром 5—6 см.

Вирус. Использован вирус болезни Ауески, выделенный от пав
шего поросенка в ГН К И и пассажированный на культуре ткани клеток 
ПК, аспирантом лабораторки вирусологии М. Чобаняном. В настоящей 
работе использован культуральный вирус 216 пассажа. Для данной 
культуры ткани вирус имел титр ЦПДЧ0 — 5-1()~? и ЛД։00 = 10՜6 для 
кроликов. Однослойную культур) ткани ПК заражали вышеуказанным 
вирусом в дозе 0.2 мл. предварительно слив культуральную жидкость. 
Равномерно распределив вируссодержащую жидкость по поверхности 
культуры ткани, чашки Петри ставили в термостат при 37°С в течение 
-30 минут для контакта вируса с клетками, затем культуру промывали 
н в каждую чашку добавляли по 5- 7 мл среды Хеикса без сыворотки.

Приготовление электронномикроскопических препаратов. Заражен
ные культуры ткани в чашках Петри через 1, 3. 5. 10, 12, 16 и 24 часа 
снимали из термостата, сливали культуральную жидкость, а ткань фик
сировали 1%-м забуференным раствором четырехокисн осмия (по Ше- 
страилу) при pl 1 = 7,2- 7.1 в течение 25 30 минут при температуре 4°С.
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Обезвоживание проводили при комнатной температуре в спиртах восхо
дящей концентрации: 30, 50, 70, 80, 96е по 3 минуты в каждом (некото
рые препараты были оставлены в 70° спирте на ночь) и в трех порциях 
абсолютного спирта по 3—1 минуты. Обезноженную культуру ткани про
водили через смесь бутил 4-метилметакрилат без катализатора (пере
кись бензоила), а затем через эту же смесь, ио с катализатором — по 
3 минуты. Заключение культуры ткани в предварительно сваренный 
предполимер (бутил метакрилату-метил метакрил ат-г перекись бензоила 
в соотношениях 4:1 :0.05) проводили в металлических кольцах по Бы
ковскому [3] и поместили в термостат при температуре 58°С. Участки 
монослоя для приготовления блоков и получения ультратонких срезов 
выбирали при помощи фазовоконтрастного микроскопа. Ультратонкие 
срезы получали на ультратома.х УМТ-2 и Ы\ВЙ. контрастировали раство
ром уранилацетата и просматривали в электронных микроскопах ЭМ-7 
и ЛЕМ-6С*  при увеличениях на экране 2400. 10 000, 25 000 и 40000 х.

• Работа на ультрамикротоме 1.КВ и на электронном микроскопе .1Е.М-6С 
проводилась н лаборатории морфологии микроорганизмов ИЭМ им. Гамалея.

Результаты и обсуждение. Вирус болезни Ауески, как и многие дру
гие вирусы, проникает в клетку в резулы а тс рофеоцнтоза, нс претерпе
вая субмикроскопических изменений. В течение первых 8—9 часов после 
проникновения вируса обнаружить его в клетке не удается (рис. I). 
По-вид и мому. в этот период происходит дезинтеграция вирусной части
цы. затем до появления новой генерации проходит эклипсная фаза.

Первые зачатки формирования внропласта или вирусного «матрик
са» мы обнаруживали через 9 10 часов после заражения клетки. К 
этому сроку в ядре клетки возникают области, заполненные осмиофиль- 
ным материалом, часть которых имеет гранулярную структуру, а часть— 
хаотически расположенные фибриллы толщиной около 30 А , соответству
ющей толщине нуклеиновой кислоты (рис. 2). На рис. 2 можно видеть 
участок фибриллярной массы «матрикса» и «кристаллрполобнре» ско
пление формировавшихся незрелых вирусных частиц.

Дальнейшее развитие вируса происходи! следующим образом. По
являются оболочки полулунной формы. затем концы оболочек смыка- 
клея и с этого момента вирус изолируется от компонентов клетки. В них 
появляется нуклеоид (рис. 2). Это наше наблюдение совпадает с раз
витием вируса натуральной оспы, описанным А. А. Авакяном и А. Ф. 
Быковским [I].

Первичный нуклеоид вначале примыкает к внутренней оболочке 
и кик бы выпячивается из нее. В последующем он увеличивается в раз
мере. отделяется от оболочки и перемещается в центр виросиоры (рис. 
3). Эти стадии развития вируса происходят в ядре клетки. Незрелые 
вироспоры образуют внутриядерное «кристаллоподобноё» скопление 
(рис. 2 и 3). Пока детально нс выяснены причины и закономерности 
ориентации вирусных частиц в образование «кристаллоподобных» скоп
лений. Вирусные частицы в ядре имеют более простое строение, сраз-



К лтектроиномнкроскоиичегкомл изучению вируса ббЛеини Ауескн 67

Рис. I Ультра гонкий срез 
клетки ^ерез 8—9 часов по
сле мраження вирусом бо

лезни Ауескн.

Рис. 2. Вирусный „матрикс*  
и формирование незрелых 
вирусных частиц в .кристал- 

лоподобндП*  упаковке.

Рис. 3. .Кристлллоподобиое՝ 
скопление незрелых вирус-

Рис. -I. Зрелая вирусная 
частица в цитоплазме.

пых части։։ с центральным
расположением нуклеоида.

Я — идро, ОЯ — оболочка ядра. МХ — митохондрии. М — матрикс. НВ — незре
лы!։ вирус, ВО — внутренняя оболочка. II — нуклеоид. ЗВ — зрелый вирус. НО — на
ружная оболочка, ПК — цитоплазма клетки. Ф —фагосома, МФ — мембрана фагосомы.
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Рис. 5. .Звездчатая" фор- 
ма клетки. Иммунофлуо

ресценция.

Рис. 6. Зрелая вирусная 
частица в момент выхожде- 

иця из клетки.

Рис. 7. Вирусные части
цы, вышедшие за преде

лы клетки.

Рис. 8. Зрелая вирусная части
ца, заключенная в цитоплаз

му (фагосома).
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ннтолыго малые размеры (1000—1200 А") и находятся в большом ко- 
лнчсстве.

Вскоре, по истечении 10—12 часов после заражения, иовообразо- 
вавшиеся вирусные частицы «покидают» ядро и проникают в цитоплаз
му |рис. 4). Проходя через ядерную мембрану, вирус приобретает вто
рую оболочку (наружную). Как видно на рис. 1. в цитоплазме он состоит 
из нуклеоида и мембран: первичной или внутренней оболочки (капсида) 
и наружной оболочки. В цитоплазме концентрация вирусных частиц не 
лопигАет такой степени, как в ядре. Это объясняется его быстрым вы- 
.м.ж.ением из клетки, которое сопровождается разрывом клеточной обо
лочки и распадом цитоплазмы во многих участках клетки. В результате 
этого клетка теряет свою нормальную конфигурацию и принимает 
«звездчатую» форму, как это видно на рис. 5. полученном методом им
мунофлуоресценции.

Весь этот процесс развития вируса болезни Ауески. от начала про
никновения вируса в клетку и до образования новой генерации зрелых 
вирусных частиц и их выхождения из клетки, длится 16 18 часов. На 
рис. 6 видны зрелые вирусные частицы в момент выхождения из клетки. 
11՝ л лаковое изображение этих частиц и нечеткость разграничения 
оболочек у некоторых из них объясняется разностью плоскости среза 
на ультрамикротоме. На внутренней оболочке зрелого вируса видны гра
нулированные образования — капсомсры (субъединицы). На рис. 7 вид
но множество вирусов, вышедших За пределы клетки. Зрелый вирус ю- 
стнгает размеров от 1500 до 1800 А°. Некоторое различие в данных о ве
личине этого вируса следует отнести за счет метода исследования.

Особый։ интерес представляет рис. 8. Здесь зрелая вирусная частица 
заключена в определенно разграниченный мембраной участок цито
плазмы с вакуолизированным пространством («фагосома»). Подобное 
изображение встречается редко и притом в единичных, сравнительно уце
левших клетках, через 24 часа после заражения, когда все окружающие 
клетки давно разрушены от пито патоген по го действия размножающихся 
вирусных частиц.

Таким образом, наши исследования показывают, что вирус болезни 
Ауески, проникший в клетку культуры ткани в результате рофеонитоза, 
э течение первых 8—9 часов не обнаруживается. Затем в ядре клетки 
появляются первые стадии образования виропласты или вирусного «ма
трикса», из которого формируются незрелые вирусные частицы, находя
щиеся в «кристаллической» упаковке. Наружную оболочку вирус при
обретает, проходя через ядерную мембрану. В цитоплазме формируются 
зрелые вирусные частицы, которые вскоре покидают клетку, разрушая 
се во многих местах. Весь этот процесс длится 16 18 часов с момента 
заражения клетки культуры ткани. Размер зрелых вирусных частиц до
стигает 1500—1800 А0.

Армшкнй нзучно-нсслеловательскин 
институт животноводе; на и ветеринарии Поступило 29.Х 1965 г.
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ՀՅՈՒՍՎԱԾՔԱՅԻՆ ԿՈՒԼՏՈՒՐԱՅՈՒՄ ԱՈՒԵՍԿԻ ՀԻՎԱՆԴՈՒԹՅԱՆ ՎԻՐՈՒՍԻ ԷԼԵԿՏՐՈՆՍ-ՄԻԿՐՈՍԿՈՊԻԿ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅԱՆ ՇՈՒՐՋՍ
Ա մ փ и փ и ւ մ

Ս. էէ ։ ձ и կ ի հիէէանղոլթ յան էԼիրուււի օն աո զ են եւյ ի ուսումնասիրությունը կա֊ 
տարւԼեյ է հյուսվածքային կէււրոոէքէաւի մեջ նրա զարգացման ընթաց քում, 
այտըարարակ կսւրվւսծքների մեթոդի կիըա/էմամը։

Սեր ուսումնասիրությունները ցույց են տվեյ, որ Աուկսկի հիվանդության 
վիրուսր ոոֆեոցիտոդի հետևանքով բջիջը նեբթափանցեյուց հևա ո աոաջին ճ' — 0 մամէէա ընթացքում չի հայտնաբերվում  է Այնուհետև բջջի ^п1’/1ч/1 'եեջ 
հայտնաբերվում / վ իրււպւաստի կամ վիրուսային օմատբիրսի» առաջացման 
սկզբնական ստաղիանւ Վիրոպյաստից գոյանում են չհասունացած վիրուսա էին 
մասնիկները բյուրեղային դասավորությամբ։ Օջջի կորիզից զուրս դայու ժա
մանակ վիրուսր ձեոր Լ բերում իր արտաքին թաղանթր:

Յիս։ոպյազմ այում ձևավորվոււէ են հասուն վիրուսային մասնիկները, 
որոնք շուտով ղուրււ են լյայիս բջջից, բայբա լ/Հով նրան տարրեր կետերից։ 
Այղ ամբողջ պրոցեսը տևում Լ 16 —18 մամ, սկսած հյուսվածքային կուլտոլ֊ 
յէէսյի վարակման մոմենտից։ Աուեսկի հիվանղությւսն հասուն վիրուսի մե- 
ծությունր հասնում կ մինչև 1500—1800 \0֊իւ
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