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ДРУГИЕ ОСОБО ОПАСНЫЕ БОЛЕЗНИ

Введение
Чума крупного рогатого скота (КРС) 

— остро контагиозное вирусное заболе-
вание парнокопытных животных. В на-
стоящее время чума КРС полностью не 
искоренена, находится под особым кон-
тролем международных и государствен-
ных ветеринарных служб. Для производс-
тва биопрепаратов предложены 4 вакцин-
ных штамма вируса чумы КРС: L, RBOK, 
ЛТ, К37/70 [8, 10, 11, 14]. В России разрабо-
таны вакцины из аттенуированных штам-
мов К37/70 и ЛТ, которые обеспечивают 
формирование напряженного иммунитета 
у животных [6, 9, 11, 13]. Для изготовления 
и контроля вакцин и диагностикумов при 
чуме КРС во ВНИИЗЖ используют раз-
личные перевиваемые культуры клеток 
[3, 4, 5, 12, 14], которые выращивают на пи-
тательных средах с содержанием 10 % сы-
воротки крови КРС. Кроме этого, для под-
держания культур клеток в период накоп-
ления вируса чумы КРС в среду вносят 5% 
аналогичной сыворотки, что ведет к повы-
шенному расходу сыворотки и усложняет 
технологию.

В задачу исследований входила разра-
ботка и оптимизация способов культиви-
рования вируса чумы КРС штамма К 37/70, 
обеспечивающих максимальное накоп-
ление вирусной массы в клеточной линии 
СПЭВ 17/91 для приготовления высокоэф-
фективных вакцин и специфических диа-
гностикумов.

Материалы и методы
Вирус. Использовали аттенуирован-

ный вакцинный штамм К37/70 вируса чу-
мы КРС, выращенный в перевиваемой ли-
нии культуры клеток СПЭВ 17/91 с биоло-
гической активностью 7,0 lg.ТЦД

50
/см3 по 

отработанной ранее методике [12, 13, 14].

Культура клеток. Для культивирова-
ния вируса был использован штамм СПЭВ 
17/91 перевиваемой линии культуры кле-
ток СПЭВ (свиная почка эмбриональ-
ная версенизированная), полученный во 
ВНИИЗЖ в 1991 году [5]. Для определе-
ния биологической активности вируса ис-
пользовали первично трипсинизирован-
ную культуру почки теленка (ПТ), ее суб-
культуры, а также перевиваемую клеточ-
ную линию СПЭВ, хранящуюся в жидком 
азоте в коллекции клеточных культур в 
ФГУ «ВНИИЗЖ». В лаборатории клеточ-
ную линию после размораживания подде-
рживали серийным пассированием в моно-
слое в плоских и вращающихся стеклян-
ных сосудах (круговом монослое).

Питательная среда. В качестве росто-
вой среды для перевиваемой культуры кле-
ток СПЭВ применяли полусинтетическую 
питательную среду ПСП, изготавливаемую 
в ФГУ «ВНИИЗЖ», с добавлением непо-
средственно перед работой 600 мг/см3 глю-
тамина, 5% и 10% сыворотки крови КРС. В 
качестве поддерживающей среды при куль-
тивировании клеток СПЭВ, инфицирован-
ных вирусом чумы КРС, использовали ана-
логичную среду ПСП с внесением в нее 5% 
и 2% сыворотки крови КРС, 600 мг/см3 глю-
тамина, 100 мг/ см3 канамицина непосредс-
твенно перед инокуляцией вируса, а также 
среду ПСП без сыворотки. 

Статистическую обработку получен-
ных данных вели по методам, описанным 
в руководствах Ашмарина И.П. и Воробь-
ева А.А. (1962), Садовского Н.В.(1987), а 
также использовали компьютерную про-
грамму “Statistica for Windows (USA, Re-
lease 4, 3, Inc.1993).Титр вируса выражали 
lg ТЦД

50
/см3.

Стерильность клеточного и вируссо-
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держащего материалов определяли в соот-
ветствии с ГОСТ 280-85. Контроль культур 
клеток и сыворотки на контаминацию ми-
коплазмами проводили с использованием 
триптического перевара сердца КРС мето-
дом высева на бульон и полужидкий агар 
(0,3%).

Результаты исследований
Влияние концентрации сыворот-

ки крови КРС на рост биомассы клеток 
СПЭВ при роллерном методе культи-
вирования. Проводили исследования по 
снижению объема сыворотки крови КРС 
в среде ПСП при выращивании культу-
ры СПЭВ. Перевиваемую линию клеток 
СПЭВ, предназначенную для культивиро-
вания вируса чумы КРС, выращивали в пи-
тательной среде ПСП (рН 7,0–7,1) с добав-
лением 5% и 10% сыворотки крови КРС 
в 3 литровых стеклянных сосудах цилин-
дрической формы (площадь стенок в со-
суде — 1120–1160 см2) на роллерной уста-
новке промышленного типа, при скорости 
вращения 12 об/час, при температуре 37,0–
37,5° С, при посевной концентрации кле-
ток 100 тыс./см3. Оценку качества клеток 
и плотности монослоя определяли микро-
скопированием при 150–200 кратном уве-
личении объекта. Результаты опытов по 
выявлению влияния концентрации сыво-
ротки на накопление биомассы клеток во 
вращающихся сосудах приведены в табли-
це 1.

Данные роста клеток СПЭВ, представ-
ленные в таблице 1, свидетельствуют о 
том, что клетки культуры СПЭВ при по-
севной концентрации 100 тыс./см3 в росто-
вой среде ПСП с 10% сыворотки КРС на 
72 ч дают плотный монослой с общей мас-
сой 330 млн клеток в роллерном сосуде.

Подобные результаты получали при 
инкубировании клеток СПЭВ в течение 96 
ч в среде ПСП с 5% сыворотки КРС.

Далее проводили опыты по оптими-
зации условий размножения вируса чумы 

КРС в испытуемой культуре клеток СПЭВ.
Отработка рационального использо-

вания сыворотки крови КРС при куль-
тивировании вируса чумы КРС в культу-
ре СПЭВ. В целях отработки влияния кон-
центрации сыворотки на результаты раз-
множения штамма К-37/70 вируса чумы 
КРС в культуре клеток СПЭВ проводили 
4 варианта культивирования: в 1 варианте 
— с использованием в поддерживающей 
среде ПСП 5% сыворотки крови КРС, во 
2 варианте — 2% сыворотки крови КРС, в 
3 варианте – без сыворотки крови КРС, в 
4 варианте — выращивание вируса вели в 
культуре клеток без замены ростовой сре-
ды (таблица 2).

Технологическую операцию подготов-
ки культур клеток к инфицированию и ин-
кубирование вируса в опытных условиях 
осуществляли следующим образом.

Из роллерных сосудов с плотным мо-
нослоем сливали ростовую среду. Моно-
слой клеток дважды отмывали солевым 
раствором Хенкса (рН 7,1–7,2). Затем куль-
туру клеток инфицировали вирусом чумы 
КРС в дозе 0,2–0,3 ТЦД

50
/кл. Контакт ви-

руса с клетками осуществляли при темпе-
ратуре 37,0–37,5° С в течение 1 часа. Далее 
в роллерный сосуд с интактным вирусом 
вносили по 300 мл поддерживающей сре-
ды ПСП (рН 7,4–7,5) для каждого варианта 
опыта с добавлением 600 мг/см3 глютами-
на, 100 мг/см3 канамицина. 

Через 48 ч культивирования вируса чу-
мы КРС в культуре клеток СПЭВ прово-
дили смену поддерживающей среды ПСП 
на новую поддерживающую среду анало-
гичного состава, соответствующего каж-
дому варианту опыта. Далее продолжали 
выращивание вируса в первоначальных ус-
ловиях.

Через 96 ч культивирования вируса 
при поражении 80–90% клеток монослоя 
инфицированную культуру клеток в рол-
лерных сосудах однократно заморажива-

Таблица 1
Влияние концентрации сыворотки крови КРС на рост биомассы 

клеток СПЭВ при роллерном культивировании

№ п/п Показатели роста клеток
Концентрация сыворотки в среде

5% 10%

1 Посевная концентрация клеток (тыс./см3) 100 100

2
Продолжительность формирова-
ния клеточного монослоя (часы)

96 72

3 Качество монослоя (плотность)
сплошной плот-
ный монослой

сплошной плот-
ный монослой

4
Накопление общей биомассы кле-
ток в роллерном сосуде (млн) 

340±10 330±10
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ли при температуре -40° С и оттаивали при 
температуре 37,0–37,5° С во вращающихся 
сосудах на роллерных установках. Затем 
вируссодержащие суспензии объединяли, 
маркировали и исследовали на стериль-
ность и биологическую активность.

Полученные вируссодержащие суспен-
зии проверяли на стерильность методом 
высева на бактериальные среды и опре-
деляли биологическую активность вируса 
путем титрования проб в первично трипси-
низированной культуре клеток почки те-
ленка (ПТ), а также в перевиваемой куль-
туре клеток СПЭВ.

Результаты опытов по изучению влия-
ния концентрации сыворотки крови КРС 
при культивировании штамма К37/70 виру-
са чумы КРС в клеточной линии СПЭВ на 
скорость размножения и накопление ин-
фекционной активности обобщены в таб-
лице 2.

Данные, представленные в таблице 2, 
показывают, что инфекционная актив-
ность выращенного вируса варьировала в 
пределах 5,62–7,40 lg ТЦД

50
/см3, зависела от 

способа выращивания, а также от концент-
рации в среде ПСП сыворотки крови КРС, 
использованной для выращивания штамма 
К-37/70 вируса чумы КРС. 

Из полученных вируссодержащих ма-
териалов с активностью 7,0 lg ТЦД

50
/см3 

было приготовлено несколько серий лио-

филизированной культуральной вакцины 
против чумы КРС с активностью не ниже 
6,0 lg ТЦД

50
/см3. Все серии биопрепаратов 

прошли положительный контроль на со-
ответствие ТУ при проверке в отделе био-
логического и технологического контро-
ля Федерального центра охраны здоровья 
животных (ФГУ «ВНИИЗЖ»).

Обсуждение результатов
В успехе биотехнологии вакцинных и 

диагностических антивирусных препара-
тов важное место занимает решение воп-
росов по выбору системы культивирования 
специфического антигена в культуре кле-
ток. Значительно повышены требования 
к качеству вируса, репродуцированного в 
чувствительной клеточной системе [2, 6, 9]. 
В целях приготовления вируссодержаще-
го сырья для изготовления вакцин против 
чумы КРС снижение числа технологичес-
ких приемов, количества сыворотки кро-
ви КРС, как одного из важных компонен-
тов питательных сред, которые увеличива-
ют риск контаминации препарата и увели-
чивают стоимость биопрепаратов, были ос-
новными задачами настоящей работы. 

Для накопления вакцинного штамма 
К37/70 была использована гетерологичная 
культура клеток СПЭВ 17/91, многосто-
ронне изученная во ВНИИЗЖ и защищен-
ная патентом РФ [4, 5].

Результаты культивирования по изу-

Таблица 2
Культивирование вируса чумы КРС в перевиваемой линии клеток СПЭВ

Варианты использования среды ПСП с разны-
ми концентрациями сыворотки крови КРС СПЭВ 17/91

накопление биомассы

Культура кле-
ток СПЭВ

вируса чумы КРС, шт.37/70 часы культивирования ви-
руса в культуре титр ви-

руса lg ТЦД
50

/см3.
% сыворотки в среде ПСП/ ча-

сы культивирования

После контак-
та вирус-клетка

48 96 120

Опыт ПСП с 
10% сыворотки

ПСП с 5% сыворотки

смена среды с 2% 
сыворотки

6,87±0,53 6,75±0,35

без смены среды 6,37±0,43 6,37±0,43

ПСП с 2% сыворотки

смена среды с 2% 
сыворотки

6,87±0,53 6,75±0,35

без смены среды 6,00±0,71 5,75±0,35

ПСП без сыворотки

смена среды без 
сыворотки

6,25±0,35 6,12±0,53

без смены среды 5,75±0,35 5,62±0,18

культивирование вируса без смены рос-
товой среды в течение 120 часов

6,12±0,53 6,50±0,71

Контроль ПСП с 
10% сыворотки

ПСП с 5% сыворотки ПСП с 5% сыворотки 6,75±0,35 6,25±0,35
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ченным схемам получения вируссодержа-
щего сырья свидетельствуют о возможнос-
ти снижения количества сыворотки крови 
КРС в существующей биотехнологии. Луч-
шие результаты были получены при выра-
щивании вируса на среде ПСП с добавле-
нием 2–5% сыворотки в течение первых 
48 часов, затем на среде ПСП с 2% сыво-
ротки. Количество сыворотки было доста-
точным для обеспечения условий размно-
жения штамма К37/70 до максимальной за-
фиксированной инфекционной активнос-
ти, равной 7,0–7,4 lg ТЦД

50
/см3. .Увеличение 

сыворотки до 5% в составе поддерживаю-
щей среды ПСП не способствовало росту 
титра вируса, вероятно, по причинам име-
ющихся биологических свойств аттенуи-
рованного штамма, его взаимодействия с 
испытанными клетками in vitro, условиями 

культивирования, накапливания метаболи-
тов при длительном инкубировании куль-
туры и вируса в стационарных условиях.[1, 
3, 7, 11, 15]. В связи с этим заслуживает вни-
мание результат культивирования вируса 
чумы КРС без смены среды в клеточной 
линии СПЭВ 17/91 на ростовой среде ПСП 
с 10% сыворотки (4–вариант опыта).

Выводы
1. Отработан рациональный способ 

культивирования штамма К37/70 виру-
са чумы КРС на клеточной линии СПЭВ 
17/91 с использованием поддерживающей 
среды ПСП с 2% сыворотки крови КРС. 

2. Разработанный способ масштабиро-
вания вируса чумы КРС может быть ис-
пользован для изготовления диагностику-
мов и культуральной лиофилизированной 
вакцины из штамма К37/70.
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РЕЗЮМЕ
Определена возможность снижения количества сыворотки крови КРС в технологической схеме по-
лучения биологически активного вируса в целях изготовления вакцин и диагностикумов при чуме 
КРС. Разработанная схема предусматривает осуществление поддержания и масштабирования пере-
виваемой линии клеток СПЭВ 17/91 на питательной среде ПСП с 10% сыворотки крови КРС и про-
ведение культивирования вакцинного штамма К37/70 вируса чумы КРС на поддерживающей среде 
ПСП с 2% сыворотки крови КРС в приготовленной культуре клеток СПЭВ 17/91.

ABSTRACT
The study demonstrates the possibility of bovine blood serum quantity reduction in the procedure of 
obtaining biologically active virus for preparation of rinderpest vaccines and diagnostica. The developed 
procedure covers maintaining and scaling of passaged porcine embryo kidney cell line 17/91 in semisynthetic 
nutrient wall medium with 10% bovine blood serum, and cultivation of rinderpest virus vaccine strain 
K37/70 in semisynthetic nutrient wall medium with 2% bovine blood serum in prepared porcine embryo 
kidney cell culture 17/91.
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