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Оптимизация параметров культивирования вируса 
респираторно-синцитиальной инфекции  
крупного рогатого скота штамма «Вологда/2019»

РЕЗЮМЕ
В настоящее время в изучении респираторно-синцитиальной инфекции крупного рогатого скота есть множество спорных вопросов. В связи с этим 
актуальным является изучение биологических свойств вируса, оптимизация методов его культивирования и подбор наиболее технологичных приемов 
конструирования средств диагностики и профилактики данного заболевания. Целью настоящей работы являлись выбор чувствительных клеточных сис-
тем и оптимизация параметров культивирования в подобранных культурах клеток. В опытах использовали штамм «Вологда/2019» вируса респираторно- 
синцитиальной инфекции крупного рогатого скота, выделенный из биологического материала, полученного от теленка с признаками респираторной 
патологии. Штамм адаптирован к перевиваемой культуре клеток слизистой носовых перегородок крупного рогатого скота (BT) и депонирован в Государ-
ственную коллекцию штаммов микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ». Установлено, что перевиваемые линии клеток трахеи эмбриона крупного рогатого 
скота (FBT) и почки теленка (RBT) являются наиболее чувствительными клеточными системами для репродукции респираторно-синцитиального вируса 
крупного рогатого скота штамма «Вологда/2019», в данных культурах клеток отмечалось максимальное накопление вируса. Цитопатическая активность 
вируса в культуре клеток FBT на 4–5 сут культивирования составила от 4,78 ± 0,18 до 5,50 ± 0,16 lg ТЦД50/см3, а в клеточной системе RBT – от 4,00 ± 0,23 
до 4,75 ± 0,20 lg ТЦД50/см3. Определено, что при множественности заражения культур клеток FBT и RBT вирусом в 0,1 lg ТЦД50/кл, использовании в составе 
поддерживающей питательной среды 2% глютамина, а также 2% сыворотки крови лошади либо крупного рогатого скота удается получить вирусный 
материал с высокой цитопатической активностью.
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активность, титр вируса.
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авторов, наиболее подвержены заболеванию РСИ КРС 
телята в возрасте от одного месяца до года. Однако 
у молодняка до 4-недельного возраста заболевание 
встречается реже. Возможно, данный факт связан с бо-
лее ответственным отношением к новорожденным те-
лятам и более тщательным уходом за ними. Имеются 
данные о возникновении вспышек и среди взрослого 
КРС, что может быть связано с механическим заносом 
возбудителя в стадо, где не применялись профилак-
тические меры для предупреждения заноса РСИ КРС. 
К  таким случаям можно отнести закупку инфициро-
ванного скота, использование при транспортировке 
несертифицированных перегонных участков  и  т.  д. 
Инкубационный период составляет от 2 до 5 сут. Раз-
личают три формы течения болезни: субклиническую, 
острую и сверхострую [7].

Источником инфекции зачастую являются больные 
или ранее переболевшие животные. Наиболее веро-
ятными способами передачи вируса считается аэро-
генный или контактный, через выделение из глаз, носа 
и слизистой оболочки трахеи. Ряд авторов показали, 
что внутриутробная инфекция способствует цирку-
ляции респираторно-синцитиального вируса в стаде. 
Данных о передаче возбудителя РСИ КРС со спермой 
нет, эта область пока остается малоизученной [6, 8, 9].

ВВЕДЕНИЕ
Внедрение в животноводство промышленных ме-

тодов, с одной стороны, привело к увеличению про-
дуктивности животных, с другой – способствовало по-
явлению таких серьезных проблем, как возникновение 
благоприятных условий для массового распростране-
ния инфекционных заболеваний. Ведущую позицию 
среди самых распространенных заболеваний крупно-
го рогатого скота занимают респираторные болезни [1]. 
Они могут возникать как самостоятельно (парагрипп-3, 
инфекционный ринотрахеит, вирусная диарея, адено-
вирусы, респираторно-синцитиальная инфекция), так 
и в различных ассоциациях вирусной и бактериальной 
этиологии, нанося огромный экономический ущерб 
животноводству [2–4].

В настоящее время респираторно-синцитиальная 
инфекция (PCИ) крупного рогатого скота (КРС) зареги-
стрирована во многих странах мира (Япония, Германия, 
США, Хорватия, Бельгия), в том числе с 1975 г. и в Рос-
сии [4–6].

Возбудитель РСИ  КРС относится к  семейству 
Pneumoviridae, роду Orthopneumovirus, виду Bovine 
orthopneumovirus. К  вирусу восприимчивы КРС всех 
пород, а также буйволы, туры, яки, бизоны, зебу и т. д. 
По данным большинства отечественных и зарубежных 

SUMMARY
There are currently many controversial issues in the study of bovine respiratory syncytial infection. In this regard, it is relevant to study the biological properties of the 
virus, optimize the methods of its cultivation and select the most technologically advanced methods of designing diagnostic and prevention tools for this disease. 
The aim of this work was to select sensitive cell systems and to optimize the cultivation parameters in selected cell cultures. The Vologda/2019 strain of the bovine 
respiratory syncytial infection virus isolated from biological material obtained from a calf with respiratory symptoms was used in the experiment. The strain was 
adapted to the continuous cell culture derived from bovine turbinate tissue (BT) and deposited in the State collection of microorganism strains at FGBI “ ARRIAH”. It was 
established that the continuous cell lines of fetal bovine trachea (FBT) and calf kidney (RBT) are the most sensitive cell systems for the reproduction of the bovine 
respiratory syncytial virus strain Vologda/2019, the maximum accumulation of the virus was observed in these cell cultures. The cytopathic activity of the virus in 
the FBT cell culture ranged from 4.78 ± 0.18 to 5.50 ± 0.16 lg TCID50/cm3, and in the RBT cell culture – from 4.00 ± 0.23 to 4.75 ± 0.20 lg TCID50/cm3 at days 4–5 
of cultivation. It was determined that in case of multiplicity of inoculation of FBT and RBT cell cultures with the virus at 0.1 lg TCD50/cell and the use of 2% glutamine 
in the maintenance nutrient medium, as well as 2% horse or cattle blood serum, it is possible to obtain virus material with high cytopathic activity.

Key words: bovine respiratory syncytial virus, Vologda/2019 strain, cultivation, cytopathic activity, virus titer.
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В настоящее время многие вопросы течения инфек-
ции также остаются недостаточно изученными. Извест-
но, что вирус РСИ КРС размножается в клетках органов 
респираторного тракта, однако имеются данные отече-
ственных авторов об адаптации этого вируса к культу-
рам клеток почек и тестикул КРС [2, 7, 10].

Диагноз на РСИ  КРС ставят на основании эпизоо-
тологических и клинических данных, патологоанато-
мических изменений и лабораторных исследований. 
Лабораторная диагностика включает обнаружение 
специфических антител методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) или в реакции нейтрализации, иденти-
фикация генома респираторно-синцитиального виру-
са в полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ), 
выделение вируса из биологического материала от жи-
вотных культуральными методами [2, 3, 8]. Как правило, 
материалом для исследования служат сыворотки кро-
ви, пробы носовых выделений, трахеальные и бронхи-
альные экссудаты, кусочки легкого и бронхов [5, 10, 11].

Выделение вируса РСИ КРС в культуре клеток чаще 
всего затруднено ввиду его лабильности и неустойчи-
вости в условиях внешней среды [7, 8]. Результат вы-
деления вируса в культуре клеток и его дальнейшая 
идентификация в ПЦР или ИФА во многом зависят от 
правильного отбора, хранения и  транспортировки 
проб биоматериала от  больных животных  [10]. Для 
выделения вируса, согласно данным отечественных 
и  зарубежных авторов, используют первично трип-
синизированные культуры клеток эмбриона КРС (ПЭК, 
ЛЭК и т. д.) [7–9].

При диагностике РСИ КРС наиболее перспективной 
является ОТ-ПЦР-РВ в сочетании с ретроспективными 
серологическими методами [9]. Следует отметить, что 
вирусологические методы являются важным звеном 
при разработке диагностических систем и  средств 
специфической профилактики заболевания. При 
производстве качественных тест-систем, наборов, 
вакцин и  специфических сывороток крайне важно 
получить высокоактивный культуральный вирусный 
 материал [2, 3, 12].

Таким образом, представляется актуальным изу-
чение биологических свойств вируса, оптимизация 
культивирования и подбор компонентов для создания 
средств диагностики и профилактики данного заболе-
вания.

Целью настоящей работы являлась оптимизация 
параметров культивирования вируса РСИ КРС штам-
ма «Вологда/2019» в подобранных ранее чувствитель-
ных клеточных системах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали вирус РСИ КРС штамма «Во-

логда/2019», выделенный из биологического матери-
ала, полученного от теленка с  признаками респира-
торной патологии, и адаптированный к перевиваемой 
линии культуры клеток слизистой носовых перего-
родок КРС (ВТ) с титром цитопатической активности 
4,0  lg ТЦД50/см3. В 2019 г. полученный штамм «Волог-
да/2019» вируса РСИ КРС был депонирован в  Госу-
дарственную коллекцию штаммов микроорганизмов 
ФГБУ «ВНИИЗЖ».

С целью изучения культуральных свойств вируса 
РСИ КРС указанного штамма и его адаптации к высоко-
технологичным линиям культур клеток использовали 

следующие культуральные системы животных клеток: 
почки теленка  (RBT), слизистых носовых перегоро-
док эмбриона КРС (FBN), трахеи эмбриона КРС (FBT), 
почки макаки-резуса  (MA-104), яичников домашней 
козы (ЯДК-04) [13].

Для культивирования вируса РСИ КРС в перевивае-
мых клеточных линиях использовали 24-часовой моно-
слой клеток, выращенных в пластиковых матрасах объ-
емом от 25 до 175 см3. Исходная концентрация клеток 
в клеточной суспензии составляла 100–300 тыс./ см3. 
В культуру клеток инокулировали вирус РСИ КРС штам-
ма «Вологда/2019» в дозе 0,1 ТЦД50/кл. Время культиви-
рования составляло 6–8 сут (при условии сохранения 
целостности монослоя).

Чувствительность перевиваемых культур клеток 
к вирусу РСИ КРС штамма «Вологда/2019» определяли 
методом последовательных пассажей [12]. С этой це-
лью заражение культуры проводили с предваритель-
ной адсорбцией вируса на клетках монослоя без до-
бавления поддерживающей питательной среды.

Инокуляцию вируса проводили после удаления 
ростовой питательной среды, далее на 1,5 ч оставля-
ли вирус для контакта с клеточным монослоем в CO2-
инкубаторе при температуре 37 °С, а затем добавляли 
поддерживающую полусинтетическую питательную 
среду  (ПСС) с  содержанием в  ней по 2% сыворотки 
крови животных (коровы или лошади) и  глютамина. 
Сбор вирусного сырья проводили при проявлении 
цитопатического действия (ЦПД) на 70–80% площади 
клеточного монослоя. Полученный вирус хранили при 
минус 80 °С. Цитопатическую активность вируса про-
веряли путем микротитрования вируса [12] в культу-
рах клеток ВТ или FBT. Отличительной особенностью 
в данном исследовании являлось то, что вирус РСИ КРС 
штамма «Вологда/2019» инокулировали на уже выра-
щенный 24-часовой клеточный монослой.

Микротитрование вируса РСИ КРС каждого пассажа 
проводили в стерильных 96-луночных плоскодонных 
культуральных планшетах в объеме 0,2 см3 на лунку. 
Для этого предварительно в стерильных пробирках 
типа Эппендорф готовили разведения вируссодержа-
щего материала (ВСМ) на среде ПСП (от 10-1 до  10-8) [12]. 
Подготовленные разведения вируса, начиная с наи-
высшего, переносили одноканальным механическим 
дозатором в  лунки культурального планшета с  вы-
ращенным монослоем культур клеток  FBT или  BT 
по 0,1 см3 на лунку. Для адсорбции вируса на клетках 
монослоя планшет помещали в СО2-инкубатор с содер-
жанием 5% диоксида углерода и температурой 37 °С 
на 1,5 ч. После контакта вируса и клеточного монослоя 
добавляли 0,1 см3 питательной среды ПСС с содержа-
нием в ней по 2% сыворотки крови лошади и глюта-
мина. Наблюдение вели с использованием инверти-
руемого микроскопа Olympus CKX53 (при увеличении 
от ×40 до ×400) и цветовых фазово-контрастных слай-
деров теплого и холодного спектра для увеличения 
резкости изображения. Учет результатов титрования 
вируса проводили через 10 сут инкубирования при 
условии сохранения целостности монослоя клеток 
в контрольных лунках [12].

Расчет ЦПД проводили по методу Рида и Менча и вы-
ражали в lg ТЦД50/см3 [12].

Определение титра антигена вируса РСИ  КРС 
в инактивированных препаратах проводили с помо-
щью коммерческого набора для выявления антигена 
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зовывались «дыры» (рис. 5). При наблюдении подобной 
картины вируссодержащий материал замораживали 
при минус 80 °С и оставляли на хранение. На рисунке 6 
представлен контроль без инокуляции вируса.

В культуре клеток FBT к 4-м сут культивирования 
вируса были видны очаги поражения, состоящие из 
скопления разрушенных или деформированных кле-
ток (рис. 7). На рисунке 8 представлен контроль без 
инокуляции вируса.

При проведении дальнейших исследований про-
явление ЦПД вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» 
становилось более выраженным. К  3-му пассажу на 
7-е сут культивирования в культуре клеток FBT наблю-
дали 80%-е разрушение монослоя с  образованием 
конгломератов и синцитий (рис. 9). При наблюдении 
подобной картины ВСМ замораживали при минус 80 °С 
и оставляли на хранение. На рисунке 10 представлен 
контроль без инокуляции вируса.

В культурах клеток МА-104 и FBN ЦПД вируса не от-
мечали, определение титра вируса в ИФА позволило 
подтвердить, что в данных клеточных системах вирус 
РСИ КРС штамма «Вологда/2019» не репродуцируется 
(снижение титра в процентном эквиваленте). На уров-
не 4–5-го пассажей каких-либо изменений в клеточном 
монослое культур МА-104 и FBN не наблюдали.

В культуре клеток ЯДК-04 ЦПД вируса проявлялось 
редким округлением клеток и разряжением  монослоя. 

РСИ КРС в ИФА (ELISA kit for antigenic diagnosis of Bovine 
Respiratory Syncytial Virus (BRSV); Bio-X Diagnostics, Бель-
гия) согласно инструкции производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для изучения чувствительности различных культур 

клеток к вирусу РСИ КРС штамма «Вологда/2019» было 
проведено пять последовательных пассажей в культу-
ральных системах RBT, FBN, FBT, MA-104 и ЯДК-04.

Развитие ЦПД вируса во всех культурах клеток было 
различным. Через 3-и сут в культуре RBT отмечали ло-
кальные поражения отдельных клеток и/или групп 
клеток (рис. 1, 2). 

К 4–5-м сут в культуре клеток RBT формировались 
локальные очаги ЦПД, вызванные влиянием размно-
жающегося вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019», 
основной «рисунок» монослоя сглаживался за счет де-
формации клеток, а в суспензию откреплялось большое 
количество клеток и их структурных элементов (рис. 3). 
На рисунке 4 наглядно видна разница между условно 
чистой и инокулированной культурой, т. е. практически 
отсутствует отслаивание клеток в суспензию, нет оча-
гов поражения, рисунок монослоя резкий, отчетливо 
различимы отдельные клетки. 

На 7–8-е сут проявление ЦПД вируса РСИ КРС штам-
ма «Вологда/2019» в культуре клеток RBT достигало 70–
80%. Монослой разряжался, клетки разрушались, обра-
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Рис. 1. Культура клеток RBT, инокулированная  
вирусом РСИ КРС (3-и сут, увеличение ×400)

Fig. 1. BRSV-inoculated RBT cell culture  
(day 3, ×400 magnification)

Рис. 2. Культура клеток RBT без инокуляции  
вируса РСИ КРС (3-и сут, увеличение ×400)

Fig. 2. Non-BRSV-inoculated RBT cell culture  
(day 3, ×400 magnification) 

Рис. 3. Культура клеток RBT, инокулированная  
вирусом РСИ КРС (5-е сут, увеличение ×200)

Fig. 3. RBT cell culture inoculated with BRSV  
(day 5, ×200 magnification) 

Рис. 4. Культура клеток RBT без инокуляции  
вируса РСИ КРС (5-е сут, увеличение ×200)

Fig. 4. RBT cell culture not inoculated with BRSV  
(day 5, ×200 magnification) 
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Методом микротитрования удалось установить, что 
вирус стабильно размножается в данной клеточной си-
стеме, однако прироста вирусной массы, как в культурах 
клеток RBT и FBT, не происходит. Данный факт свидетель-
ствует о необходимости оптимизации параметров куль-
тивирования для достижения лучшего результата.

Определение титра вируса РСИ КРС штамма «Волог-
да/2019» в каждом из пассажей проводили методом 
микротитрования в  культуре клеток  ВТ, а  подтверж-

дение специфичности полученных препаратов вируса 
РСИ КРС – методом ИФА (табл. 1).

В ходе исследований было отмечено, что при куль-
тивировании вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» 
в культуре клеток FBT характерное ЦПД наблюдали на 
4–5-е сут при проведении 3–5 пассажей. Уровень ЦПД 
вируса к  5-му  пассажу постепенно увеличивался до 
5,50 ± 0,16 lg ТЦД50/см3. В ИФА титр вируса РСИ КРС на 
1-м пассаже составил 1:2, а на 5-м пассаже – 1:64. При 
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Рис. 5. Культура клеток RBT, инокулированная  
вирусом РСИ КРС  (7-е сут, увеличение ×200)

Fig. 5. BRSV-inoculated RBT cell culture 
(day 7, ×200 magnification) 

Рис. 6. Культура клеток RBT  без инокуляции  
вируса РСИ КРС (7-е сут, увеличение ×400)

Fig. 6. Non-BRSV-inoculated RBT cell culture  
(day 7, ×400 magnification) 

Рис. 7. Культура клеток FBT,  инокулированная 
вирусом РСИ КРС  (4-е сут, увеличение ×400)

Fig. 7. BRSV-inoculated FBT cell culture  
(day 4, ×400 magnification) 

Рис. 8. Культура клеток FBT  без инокуляции  
вируса РСИ КРС  (4-е сут, увеличение ×400)

Fig. 8. Non-BRSV-inoculated FBT cell culture 
(day 4, ×400 magnification) 

Рис. 9. Культура клеток FBT, инокулированная  
вирусом РСИ КРС (7-е сут, увеличение ×400)

Fig. 9. BRSV-inoculated FBT cell culture  
(day 7, ×400 magnification) 

Рис. 10. Культура клеток FBT  без инокуляции  
вируса РСИ КРС (7-е сут, увеличение ×400)

Fig. 10. Non-BRSV-inoculated FBT cell culture  
(day 7, ×400 magnification) 
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культивировании вируса РСИ КРС в культуре клеток RBT 
наблюдали аналогичную тенденцию: на 4–5-е  сут 
культивирования (5-й пассаж) титр вируса составлял 
4,75 ± 0,20 lg ТЦД50/см3, а в ИФА увеличился до 1:32.

Инокуляция вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» 
в клеточных системах МА-104 и FBN привела к сниже-
нию его активности до  1,50  ±  0,17  lg  ТЦД50/см3, а  на 
4–5-м пассаже вирус обнаружен не был. Аналогичное 
снижение титра вируса было подтверждено и в ИФА.

При культивировании вируса РСИ  КРС штамма 
«Вологда/2019» в  культуре клеток  ЯДК-04 отмечали 
стабильную активность вируса на протяжении всех 
5 пассажей (2,50 ± 0,17 – 3,33 ± 0,18 lg ТЦД50/см3). Воз-
можно, при оптимизации параметров культивирова-
ния в клеточной системе ЯДК-04 удастся получить бо-
лее высокую цитопатическую активность вируса. Титр 
вируса в ИФА для данного вирусного сырья составил 
1:2 на 1-м пассаже и 1:4 на последующих, что является 
стабильным результатом, но недостаточным для на-
работки качественного вируссодержащего препарата.

В ходе исследований было установлено, что наибо-
лее приемлемыми клеточными системами для репро-
дукции вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» явля-
ются культуры клеток RBT и FBT. Клеточные системы 
МА-104 и FBN оказались непригодными для наработки 
вирусной массы и репродукции вируса РСИ КРС штам-
ма «Вологда/2019».

С целью увеличения титра вируса необходимо было 
подобрать оптимальные дозы для заражения культур 
клеток. Для этого были отобраны наиболее перспек-
тивные клеточные системы RBT и FBT. Для проведения 
инокуляции вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» 
в  подобранные культуры клеток вируссодержа-
щий материал был разведен до значений от 0,001 до 
0,1 ТЦД50/ кл (рис. 11).

Как видно из рисунка 11, при множественности за-
ражения 0,001  ТЦД50/кл цитопатическая активность 
вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» в культурах 
клеток FBT и RBT составляла 2,50 и 2,75 lg ТЦД50/см3 со-
ответственно. При множественности инфицирования 
0,01 ТЦД50/кл цитопатическая активность данного ви-
руса в клеточных системах FBT и RBT составляла 4,00 

и 3,25 lg ТЦД50/см3 соответственно. Также при данной 
дозе заражения отмечали более медленное накопле-
ние вируса в культурах клеток RBT и FBT, время культи-
вирования для достижения 80% разрушения монослоя 
вирусом РСИ КРС составило 9 и 12 сут соответственно. 
Учитывая устойчивость клеточных систем к старению 
и отмиранию (18 сут до начала деградации клеток для 
FBT и 16 сут – для RBT), данный результат можно считать 
приемлемым. Однако результаты исследования пока-
зали, что при увеличении множественности заражения 
до 0,1 ТЦД50/кл 80%-е разрушение монослоя и накопле-
ние вируса в культурах клеток RBT и FBT шло быстрее 
(4-е и 5-е сут соответственно), при этом титр цитопа-
тической активности вируса РСИ КРС штамма «Волог-
да/2019» составил 4,75 ± 0,16 и 5,50 ± 0,80 lg ТЦД50/см3 
соответственно. Поэтому данная множественностью 
инфицирования является оптимальной.

С целью оптимизации состава питательной среды 
ПСС, используемой при инокуляции вируса РСИ КРС 
штамма «Вологда/2019» в качестве поддерживаемой, 
было решено оценить эффект от добавления глютами-
на, показанный ранее Т. Ю. Кочиш [1], с различной кон-
центрацией исходного тестируемого вещества (табл. 2).

Согласно данным таблицы 2, обогащение питатель-
ной среды глютамином привело к постепенному уве-
личению цитопатической активности вируса РСИ КРС 
штамма «Вологда/2019». В  культуре клеток  RBT при 
добавлении в  питательную среду 0,1 и  0,5% глю-
тамина титр вируса увеличивался от 3,00  ±  0,25 
до 3,56 ± 0,06  lg ТЦД50/см3, что является относитель-
но низким уровнем активности для данного вируса. 
В культуре клеток FBT при добавлении среды с содер-
жанием 0,1 и 0,5% глютамина к 3-му пассажу удалось 
получить вирус с титром цитопатической активности 
3,63  ±  0,15 и  4,00  ±  0,12  lg  ТЦД50/см3 соответствен-
но. Было установлено, что наиболее оптимальной 
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Таблица 1
Титр вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019»  
в различных культурах клеток (n = 3)

Table 1
Titers of BRSV strain Vologda/2019 in various cell cultures (n = 3)

Культура 
клеток

Номер 
пассажа 

Время 
культивирования, 

сут

Титр вируса,
lg ТЦД50/см3

Титр вируса 
в ИФА, разведение

RBT

1 8–10 3,00 ± 0,25 1:2

2 8–10 3,63 ± 0,07 1:4

3 7–10 3,56 ± 0,06 1:4

4 4–5 4,00 ± 0,23 1:16

5 4–5 4,75 ± 0,20 1:32

FBT

1 8–10 3,63 ± 0,15 1:2

2 8–10 4,00 ± 0,22 1:4

3 7–10 4,33 ± 0,23 1:4

4 4–5 4,78 ± 0,18 1:32

5 4–5 5,50 ± 0,16 1:64

МА-104

1 10 1,83 ± 0,16 1:2

2 10 1,67 ± 0,16 1:2

3 10 1,50 ± 0,17 1:2

4 10 н/о –

5 10 н/о –

FBN

1 10 2,23 ± 0,23 1:2

2 10 1,67 ± 0,10 1:2

3 10 1,50 ± 0,17 1:2

4 10 н/о –

5 10 н/о –

ЯДК-04

1 9 2,50 ± 0,17 1:2

2 10 3,25 ± 0,25 1:4

3 9 3,12 ± 0,18 1:4

4 8 3,16 ± 0,17 1:4

5 9 3,33 ± 0,18 1:4

н/о – не обнаружено (not detected);
«–» – отрицательный результат (negative result).
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концентрацией глютамина в питательной среде ПСС 
является 2%, при которой удалось добиться макси-
мального титра цитопатической активности вируса 
РСИ КРС к 3-му пассажу: 4,75 ± 0,20 lg ТЦД50/см3 (RBT) 
и 5,50 ± 0,08 lg  ТЦД50/ см3 ( FBT). Дальнейшее увеличе-
ние концентрации глютамина в  питательной среде 
ПСС привело к  снижению цитопатической активно-
сти вируса в  рассматриваемых клеточных системах. 
При использовании среды без добавления глютамина 
в контрольных образцах титр вируса был на уровне от 
3,00 ± 0,25 до 4,00 ± 0,17 lg ТЦД50/ см3.

Исходя из полученных данных, можно заключить, 
что обогащение питательной среды глютамином 
в  концентрации 2% приводит к  увеличению титра 
цитопатической активности вируса, а также сокраща-
ет время его максимального накопления в культурах  
клеток FBT и RBT.

Следующим этапом исследования было изучение 
влияния на репродукцию вируса сыворотки крови ло-
шади и КРС в составе питательной среды ПСС.

Как известно, сыворотка крови КРС зачастую кон-
таминирована различными вирусными агентами, в том 
числе вирусом вирусной диареи КРС, что может повли-

ять на накопление вирусной массы в культуре клеток 
и снизить цитопатическую активность изучаемого ви-
руса [14]. Применение сыворотки крови лошади позво-
лило бы исключить контаминацию вирусной суспензии 
данным пестивирусом и  тем самым получить вирус 
с высокой биологической активностью.

При исследовании влияния концентрации испытуе-
мых сывороток крови животных на активность вируса 
проводили 5 последовательных пассажей в культурах 
клеток RBT и FBT. Данные представлены в таблице 3.

Как видно из таблицы 3, при добавлении 0,1 и 0,5% 
сыворотки крови КРС в питательную среду ПСС уро-
вень цитопатической активности вируса в культуре 
клеток RBT составил 3,25 ± 0,25 и 3,37 ± 0,20 lg ТЦД50/см3 
соответственно, а в культуре клеток FBT – 2,75 ± 0,25 
и 3,25 ± 0,08 lg ТЦД50/см3 соответственно. Постепен-
ное увеличение концентрации сыворотки крови КРС 
в питательной среде от 1 до 2% привело к повыше-
нию титра цитопатической активности как в культуре 
клеток RBT (4,33 ± 0,12 lg ТЦД50/см3), так и в культуре 
FBT (4,75 ± 0,25 lg ТЦД50/см3). Дальнейшее увеличение 
концентрации сыворотки крови КРС привело к потере 
цитопатической активности вируса в обеих культурах, 
что может быть связано с лабильностью вируса и вы-
сокой чувствительностью к компонентам питательной 
среды.

При изучении влияния концентрации сыворотки 
крови лошади в  питательной среде для культивиро-
вания вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» было 
установлено, что оптимальной дозой является  2%. 
При введении в  среду данного количества сыво-
ротки титр цитопатической активности вируса со-
ставил 4,50 ± 0,23 lg ТЦД50/см3 в культуре клеток RBT 
и 5,50 ± 0,16 lg ТЦД50/см3 в культуре FBT, что является 
лучшим результатом в свете полученных данных. До-
бавление в питательную среду ПСС малой (0,1%) или 
большой (3%) дозы сыворотки крови лошади приво-
дило к  снижению титра цитопатической активности 
вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019».

Таким образом, можно сделать вывод, что добавле-
ние сыворотки крови лошади или КРС благоприятно 
влияет на репродукцию вируса РСИ КРС штамма «Волог-
да/2019». Оптимальной концентрацией сыворотки кро-
ви КРС или лошади в питательной среде  является 2%. 
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Рис. 11. Влияние множественности заражения  
на активность вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» (n = 3)

Fig. 11. Effects of inoculation multiplicity  
on the BRSV strain Vologda/2019 activity (n = 3) 

Таблица 2
Активность вируса РСИ КРС штамма «Вологда/2019» при обогащении питательной среды глютамином (n = 3)

Table 2
BRSV strain Vologda/2019 activity in case of glutamine-enriched nutrient medium (n = 3)

Количество глютамина 
в поддерживающей среде, %

Цитопатическая активность вируса, lg ТЦД50/см3

RBT FBT

1-й пассаж 2-й пассаж 3-й пассаж 1-й пассаж 2-й пассаж 3-й пассаж

0,1 3,00 ± 0,25 3,25 ± 0,25 3,37 ± 0,20 3,12 ± 0,25 3,33 ± 0,22 3,63 ± 0,15

0,5 3,00 ± 0,25 3,37 ± 0,20 3,56 ± 0,06 3,33 ± 0,22 3,63 ± 0,17 4,00 ± 0,12

1 3,56 ± 0,06 3,56 ± 0,17 4,00 ± 0,23 3,63 ± 0,16 4,00 ± 0,22 4,00 ± 0,25

2 4,00 ± 0,23 4,30 ± 0,23 4,75 ± 0,20 4,33 ± 0,23 4,78 ± 0,18 5,50 ± 0,08

3 3,56 ± 0,17 4,00 ± 0,23 3,56 ± 0,06 3,83 ± 0,20 3,83 ± 0,20 3,73 ± 0,12

Среда без глютамина 3,37 ± 0,20 3,00 ± 0,25 3,56 ± 0,06 3,33 ± 0,27 3,63 ± 0,12 4,00 ± 0,17
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При добавлении указанного количества сыворотки 
удалось достичь максимальной цитопатической актив-
ности данного вируса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При изучении чувствительности перевиваемых 

культур клеток к  вирусу РСИ  КРС штамма «Волог-
да/2019» установлено, что эффективными системами 
для получения высокоактивной вирусной суспензии 
являются культуры RBT и FBT. Указанные линии куль-
тур клеток могут быть использованы для получения 
вирусного материала с  целью разработки средств 
диагностики и специфической профилактики данного 
заболевания.

Оптимальной дозой заражения культур клеток яв-
ляется 0,1 ТЦД50/кл, при которой титр вируса составил 
4,75 ± 0,16 lg ТЦД50/см3 для RBT и 5,50 ± 0,80 lg ТЦД50/см3 

для FBT.
Обогащение питательной среды глютамином в кон-

центрации 2% приводит к увеличению титра вируса 
при культивировании в указанных клеточных системах.

Добавление сыворотки крови лошади или КРС бла-
гоприятно влияет на цитопатическую активность виру-
са РСИ КРС штамма «Вологда/2019». Установлено, что 
оптимальной концентрацией сыворотки крови в пита-
тельной среде является 2%. При добавлении данного 
количества сыворотки удалось достичь максимальной 
цитопатической активности вируса РСИ КРС штамма 
«Вологда/2019».
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