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Аннотация. Представлены результаты исследований по репродукции виру-
са вирусной диареи КРС второго генотипа (изолят «Челябинск») в субкуль-
тивируемых культурах клеток (2–10 пассажей), таких как ТЯ (тестикулы 
ягненка), ПЯ (почка ягненка), ПК (почка козленка), полученных в результате 
трипсинизации почек и  тестикул ягненка и  почки козленка. Полученные 
результаты свидетельствуют об  успешном размножении изучаемого воз-
будителя в субкультурах ТЯ, ПЯ, ПК. Активность вируса к пятому пассажу со-
ставляла 5,23±0,18 lg ТЦД50/см3 в культуре клеток ТЯ, 5,33±0,14 lg ТЦД50/см3 
в культурах клеток ПЯ и 5,25±0,17 lg ТЦД50/см3 в культуре клеток ПК. Учи-
тывая проблему поиска клеточных линий, свободных от  контаминации 
нецитопатогенными вариантами вируса ВД КРС, использование субкульти-
вируемых клеток, которые в современных условиях возможно выращивать 
из  первично трипсинизированных популяций в  течение 25–30 пассажей, 
позволяет получить активный вирусный материал даже в производствен-
ных масштабах.

Ключевые слова: субкультивируемые клетки, вирус вирусной диареи КРС, 
цитопатическое действие, инфекционная активность, множественность за-
ражения.

BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS  
TYPE 2 REPRODUCTION IN EUKARYOTIC 
SUBCULTIVATED CELL LINES

R. Bubyakin
S. Kononova
I. Shumilova

E. Kurnenkova
E. Trofimova

E. Kuznetsova

Summary. The results of studies on the reproduction of BVDV genotype 2 
(isolate «Chelyabinsk») in eukariotic subcultivated cell lines (2–10 
passages) of lamb testicles, lamb kidney, goat kidney obtained as a result 
of trypsinization of the kidneys and testicles of lamb and goat kidney 
are presented. The results obtained indicate the successful reproduction 
of the pathogen under study in LT, LK, GK subcultivated cell lines. The 
activity of the virus by the fifth passage was 5.23±0.18 lg TCID50/cm3 in 
LT cell culture, 5.33±0.14 lg TCID50/cm3 in LK cell cultures and 5.25±0.17 
lg TCID50/cm3 in GK cell culture. Accounting the problem of BVDV-free 
cell lines searching, the using of subcultivated cell lines with growth 
from primary trypsinized populations for 25–30 passages in modern 
conditions provide active viral material even on a production scale.
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Введение

Вирусная диарея крупного рогатого скота (ВД КРС) 
широко распространена во многих странах мира, 
имеет разное клиническое проявление от  субкли-

нических форм персистентной инфекции до  острого 
поражения слизистой оболочки кишечника, острой диа-
реи, тяжелой пневмонии, нарушения развития плода 
и т.д. [7, 16]. Вирус также может проходить через плацен-
ту, что вызывает внутриутробное заражение плода, у ко-
торого развивается персистентная инфекция. Это при-
водит к  рождению иммунотолерантных телят, которые 
выделяют вирус в  окружающую среду в  течение всей 
жизни и таким образом, являются распространителями 
инфекции [13, 17].

В настоящее время известны три генотипа вируса ВД 
КРС [1 ,2, 4, 5]. Большинство известных штаммов ВД отно-
сится к 1 генотипу, а возбудители, относящиеся ко 2 гено-
типу, имеют более высокую вирулентность [6, 14]. Каждый 
генотип вируса может существовать в виде цитопатоген-
ного и  нецитопатогенного биотипов, которые различа-
ются между собой генетически и иммунологически [17]. 
Получение вирусного материала на  основе 2  генотипа 
вируса ВД КРС является на  сегодняшний день актуаль-
ной задачей, поскольку на территории РФ нет коммер-
ческих препаратов на  основе этого возбудителя [4, 6]. 

Несмотря на то, что вирус ВД КРС обладает способно-
стью инфицировать широкий спектр клеточных культур, 
что коррелирует с  разнообразным симптоматическим 
проявлением инфекции у  животных, выбор клеточной 
системы затруднен наличием контаминации клеточных 
культур нецитопатогенными биотипами вируса ВД КРС [3, 
11]. Нецитопатогенный контаминант клеточных культур 
вызывает хроническую инфекцию клеток без развития 
цитопатического эффекта, что затрудняет его обнаруже-
ние и приводит к ложным результатам диагностических 
исследований, а  также получению контаминированных 
противовирусных вакцин, которые могут стать потен-
циальным источником вируса для восприимчивых жи-
вотных [2, 11]. Вирус может контаминировать сыворотку 
крови, ростовые среды, трипсин и  другие препараты, 
используемые при культивировании клеток [3, 9, 15, 19].

Для изготовления средств специфической профи-
лактики и диагностики против многих заболеваний жи-
вотных используют перевиваемые линии клеток, кото-
рые более технологичны и  стабильны, чем первичные 
и  субкультивируемые клетки. Однако, большая часть 
перевиваемых культур клеток состоит из неоднородных 
в генетическом и физиологическом отношениях клеточ-
ных элементов, что не гарантирует стабильности резуль-
татов при вирусологических исследованиях даже при 
соблюдении неизменных способов культивирования [8]. 
Также, особую озабоченность для вирусологов и специ-

алистов в  области клеточной биотехнологии вызывают 
сообщения исследователей о контаминации клеточных 
линий посторонними микроорганизмами, в  частности 
вирусом ВД КРС [9]. Использование субкультивируемых 
линий представляется перспективным направлением 
для наработки посевных материалов вируса ВД КРС, при 
условии соблюдения постоянного контроля качества 
всех компонентов (культур клеток, сыворотки, питатель-
ных сред и т.д.), используемых при их получении [12, 18]. 

Целью данной работы было изучение возможности 
использования субкультивируемых линий клеток для 
получения активного вирусного материала и оптимиза-
ция параметров культивирования вируса ВД КРС второ-
го генотипа в этих клеточных системах.

Материалы и методы

Вирусный материал. В  работе использовали изолят 
«Челябинск» вируса ВД КРС второго генотипа, который 
был выделен в  Челябинской области из  проб носовых 
истечений у теленка месячного возраста с респиратор-
ной дисфункцией. 

Определение инфекционной активности получен-
ного вирусного материала проводили в  реакции ти-
трования с  использованием клеточной линии ТЯ. Титр 
вируса вычисляли по методу Рида и Менча и выражали 
в lg ТЦД50/см3.

Культура клеток. Культивирование вируса проводили 
в субкультурах 2–10 пассажей (ТЯ, ПК, ПЯ). Клеточные ли-
нии получали из отдела культуры клеток ФГБУ «ВНИИЗЖ».

Питательные среды. В качестве ростовой среды для 
субкультур клеток использовали смесь питательных 
сред ПСП и 199 в соотношении 3:1 с добавлением 10 % 
сыворотки КРС, обработанной лантаноидами [10]. В  ка-
честве поддерживающей среды при культивировании 
вируса применяли питательную среду ПСП. 

Все компоненты, используемые при культивирова-
нии клеток, а также клеточную суспензию предваритель-
но исследовали на отсутствие контаминации вирусом ВД 
КРС методом ПЦР.

Для выявления генома вируса ВД КРС использовали 
праймеры, амплифицирующие участок 5’-UTR. Секвени-
рование осуществляли на автоматическом секвенаторе 
ABI Prism 3100 (Applied Biosystems), согласно инструкции 
изготовителя.

Результаты и обсуждения

Для изучения репродукции вируса ВД КРС (изолят 
«Челябинск») в субкультурах ТЯ, ПЯ и ПК проводили се-
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рию последовательных пассажей с  целью адаптации 
возбудителя к данным клеточным линиям. 

Культура клеток ТЯ была непосредственно использо-
вана при выделении вируса ВД КРС из патологического 
материала, в результате чего был получен изолят «Челя-
бинск» вируса ВД КРС второго генотипа. Сама субкуль-
тура была получена в  результате трипсинизации яичек 
2-месячного ягненка и  последующего пассирования in 
vitro. Данная линия в настоящее время широко исполь-
зуется как при выделении многих вирусов, так и при их 
культивировании, состоит из полигональных, эпителио-
подобных и  веретенообразных клеток (рис. 1). Цитопа-
тическое действие вируса в данной клеточной системе 
характеризовалось округлением и отслаиванием клеток 
от стекла. В оставшихся адгезированных веретенообраз-
ных клетках повышалась гранулярность (рис. 2).

Субкультура клеток ПЯ была получена в  результате 
трипсинизации почек ягненка, возраст животного со-

ставлял 4–6 недель (рис. 3). Традиционно первично-
трипсинизированную культуру клеток ПЯ используют 
для выделения вируса ВД КРС из  биоматериалов. Для 
проведения наших работ использовали 48–96 ч субкуль-
туру клеток ПЯ, 3–10 пассажей, с  конфлюэнтным моно-
слоем. В 1-ом пассаже изменений в культуре клеток ПЯ 
не наблюдали, начиная со второго пассажа выявляли не-
значительные изменения морфологии клеток, такие, как 
их округление и  отделение клеток от  субстрата. В  тре-
тьем пассаже отмечали характерное цитопатическое 
действие, характеризующееся образованием сфериче-
ских клеток, которые соединялись в  дуплеты, однако 
значительное количество клеток сохранялось на  под-
ложке (рис. 4).

Субкультура клеток ПК была получена в  результате 
трипсинизации почек козленка, возраст животного со-
ставлял 4–6 недель. Клетки культуры ПК имеют крупные 
размеры, они отличаются полиморфностью (рис. 5). Ци-
топатическое действие вируса ВД КРС в субкультивируе-

Рис. 1. Монослой субкультуры ТЯ Рис. 2. ЦПД вируса ВД КРС в субкультуре ТЯ  
на 4-е сутки инкубирования

Рис. 3. Монослой субкультуры ПЯ Рис. 4. ЦПД вируса ВД КРС в субкультуре ПЯ  
на 4-е сутки инкубирования
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мых клетках ПК 2–10-го пассажей характеризовалось по-
явлением мелкой зернистости, часть клеток принимала 
сферическую форму, монослой был разрежен (рис. 6).

Характер и  интенсивность поражения монослоя 
в культуре клеток ПК были более выражены, чем в куль-
туре клеток ПЯ. 

В изучаемых клеточных культурах было проведено 5 
последовательных пассажей. Результаты репродукции 
вируса ВД КРС представлены в Таблице 1.

Таблица 1.
Репродукция вируса ВД КРС  

в субкультивируемых клетках  (n=3)

Вид 
субкуль-

туры

Титр вируса, lg ТЦД50/см3

1 пассаж 2 пассаж 3 пассаж 4 пассаж 5 пассаж

ТЯ 5,25±0,17 5,25±0,17 5,48±0,16 5,26±0,17 5,23±0,18

ПЯ 4,33±0,16 5,00±0,25 5,18±0,22 5,22±0,08 5,33±0,14

ПК 4,07±0,05 5,03±0,18 5,26±0,25 5,00±0,00 5,25±0,17

Как видно из  данных, представленных в  таблице 1, 
накопление вируса ВД КРС в  культурах клеток ТЯ, ПЯ 
и  ПК находилось практически в  одинаковых значениях 
и  к пятому пассажу составляло 5,23±0,18 lg ТЦД50/см3, 
5,33±0,14 lg ТЦД50/см3 и  5,25±0,17 lg ТЦД50/см3, соответ-
ственно.

С целью оптимизации параметров культивирования 
вируса ВД КРС в  культурах клеток ТЯ, ПЯ и  ПК изучали 
влияние времени культивирования на репродукцию ви-
руса (табл. 2).

Из данных таблицы 2 видно, что уровень накопления 
вируса ВД КРС в культурах клеток ТЯ, ПЯ и ПК через 96 
и  120 ч культивирования существенно не  различался 
и находился на уровне 5,25±0,17— 5,33±0,14 lg ТЦД50/см3, 

5,43±0,14 — 5,15±0,23 lg ТЦД50/см3 и  5,28±0,18 — 
5,19±0,00 lg ТЦД50/см3, соответственно. Однако значи-
тельно превышал показатели, полученные через 24, 48 
и  72 ч культивирования. Таким образом, оптимальным 
сроком культивирования вируса в изучаемых клеточных 
системах следует считать время 96–120 ч.

Таблица 2
Влияние времени культивирования вируса ВД КРС 

в субкультурах ТЯ, ПЯ, ПК (n=3)

Время  
культивирования, 

часы

Титр вируса, lg ТЦД50/см3

ТЯ ПЯ ПК

24 2,67±0,14 2,82±0,22 2,17±0,19

48 3,77±0,00 3,72±0,17 3,15±0,15

72 4,75±0,08 4,32±0,16 4,05±0,05

96 5,25±0,17 5,43±0,14 5,28±0,18

120 5,33±0,14 5,15±0,23 5,19±0,00

В следующей серии опытов изучали зависимость ре-
продукции вируса от дозы заражения. В опыте исполь-
зовали следующие дозы заражения: 0,001 ТЦД50/кл, 0,01 
ТЦД50/кл, 0,1 ТЦД50/кл и 1,0 ТЦД50/кл, время культивиро-
вания вируса составляло 96 ч. Результаты представлены 
в таблице 3.

Таблица 3.
Определение оптимальной дозы заражения вируса ВД 

КРС в субкультурах ТЯ, ПЯ и ПК (n=3)

Доза заражения, 
ТЦД50/кл

Титр вируса, lg ТЦД50/см3

ТЯ ПЯ ПК

0,001 4,81±0,08 4,87±0,10 4,37±0,19

0,01 5,43±0,12 5,33±0,09 5,48±0,12

0,1 5,20±0,17 5,25±0,22 5,00±0,10

1,0 4,50±0,18 4,50±0,25 4,87±0,10

Рис. 5. Монослой субкультуры ПК Рис. 6. ЦПД вируса ВД КРС в субкультуре ПК  
на 4-е сутки инкубирования
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Как видно из  полученных результатов, в  указанных 
культурах клеток вирус накапливался примерно в  оди-
наковых значениях при использовании дозы зараже-
ния от 0,01 до 0,1 ТЦД50/кл, повышение дозы заражения 
до  1,0 ТЦД50/кл приводило к  некоторому снижению ти-
тра вируса. При  использовании вышеперечисленных 
доз заражения время культивирования вируса состави-
ло 96 часов. Уменьшение множественности заражение 
до 0,001 ТЦД50/кл приводило также к снижению инфек-
ционной активности вируса и увеличению сроков насту-
пления деструкции монослоя.

Заключение 

В результате проведенных исследований было уста-
новлено, что для успешной репродукции вируса ВД КРС 
второго генотипа (изолят «Челябинск») возможно ис-

пользование субкультивируемых клеток таких, как ТЯ, ПЯ 
и ПК. В данных клеточных системах вирус накапливался 
в стабильно высоком титре и к 5-му пассажу составлял 
5,23±0,18 lg ТЦД50/см3 (в культуре клеток ТЯ), 5,33±0,14 lg 
ТЦД50/см3 (в культуре клеток ПЯ) и 5,25±0,17 (в культуре 
клеток ПК). Оптимальное время культивирования виру-
са в  изучаемых клеточных системах составило 96–120 
часов, при использовании множественности заражения 
от 0,01 до 0,1 ТЦД50/кл.

Указанные клеточные линии и  установленные в  них 
параметры культивирования позволяют получать вы-
сокоактивный вируссодержащий материал, который 
в дальнейшем будет использован в целях изготовления 
средств диагностики и профилактики данного заболева-
ния. 
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