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контрольных сывороток. Параметры расчета титров антител были внесены в разработанную ком-
пьютерную программу «СИНКО-ИФА» для учета, обработки и хранения результатов анализа.

ABSTRACT
ELISA-kits for the antibody quantification in chicken sera tested at the selected working dilutions were 
developed for serological diagnosis of the seven most significant infectious diseases in commercial poul-
try. Positive and negative thresholds, acceptable optical density values for negative and positive control sera 
were determined. Parameters for antibody titre calculation were introduced into the developed “SINKO-
ELISA” software for recording, processing and storing of assay results.
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Введение
Использование метода непрерывного 

пассирования клеточных культур, как од-
ного из эффективных способов поддержа-
ния их высокой пролиферативной актив-
ности, сопряжено с вероятностью конта-
минации, излишними затратами. Чаще все-
го используется комбинированный метод 
поддержания культур. Однако в процессе 
хранения перевиваемые культуры кле-
ток снижают первоначальную проли-
феративную активность, которая может 

быть восстановлена в течение 3–4 после-
довательных пассажей [2, 5, 10, 1]. Извес-
тен ряд приемов активизации роста кле-
ток, хранившихся при различных темпе-
ратурах: повышение концентрации в пи-
тательной среде сыворотки крови живот-
ных, в том числе и от новорожденных пло-
дов [6, 7].

Из-за риска контаминации использу-
ют сыворотки, обработанные полиэти-
ленгликолем [3], при этом утрату седимен-
тированных компонентов сыворотки до-
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полняют синтетическими элементами и 
препаратами [4, 9, 8].

В задачу исследований входило ре-
шение вопросов повышения пролифе-
ративной активности хранившихся куль-
тур клеток из коллекции ВНИИЗЖ за 
счет комбинированного использования 
сыворотки крови взрослого крупного ро-
гатого скота (КРС) и крови новорожден-
ных телят.

Материалы и методы
Для исследований были взяты переви-

ваемые линии клеточных культур: почка 
зеленой мартышки (VERO), гонады козы 
(GH-91), свиная почка эмбриональная вер-
сенизированная (СПЭВ).

Культуры клеток выращивали в ста-
ционарных условиях в плоских стеклян-
ных сосудах и во вращающихся 3-литро-
вых круглых бутылях на роллерных уста-
новках с использованием питательной сре-
ды Игла и 5% сыворотки крови КРС 12 
коммерческих серий, полученных из раз-
личных предприятий России и Белоруссии.

Наличие живых клеток устанавлива-
ли способом окрашивания их трипановым 
синим и подсчетом в камере Горяева по из-
вестной формуле.

Результаты исследований
Клеточные культуры пересевали с 

кратностью рассева 1:3, плотный монослой 
формировался к 72 ч после пересева кле-
ток с содержанием 300-500 тыс. кл. / см2.

В периоды между циклами масштаби-
рования [10–15 суток] культуры сохраня-
ли при +4° С в стеклянных сосудах в объ-
емах 500–2000 см3 в концентрации 500–
3000 тыс. кл./мл на среде Игла с10% сы-
воротки крови КРС.

В процессе выдерживания при +4° С в 
культурах сохранялось 80–90% жизнеспо-
собных клеток.

После хранения на этапах восстановле-
ния ростовой активности клеточные куль-
туры СПЭВ, GH-91, Vero пересевали пос-
ледовательно в течение 3–5 пассажей на 
аналогичной среде в тех же условиях, как 

и до хранения (перерыва серийного пасси-
рования), при этом дополнительно в рос-
товую среду Игла вносили 2,5 или 5% сы-
воротки крови плодов КРС.

Ростовую активность клеток оцени-
вали по времени формирования монос-
лоя, по приросту количества клеток на ед. 
площади при неизменной посевной кон-
центрации (150–200 тыс. кл./мл).

В результате исследований установле-
на коррелятивная зависимость концент-
рации дополнительно вносимой сыворот-
ки телят на пролиферативную активность 
хранившихся перевиваемых культур 
клеток различных видов животных (сви-
ньи, козы и обезьяны).

Внесение в ростовую среду Игла до-
полнительно 2,5% сыворотки крови но-
ворожденных телят приводило к увеличе-
нию скорости образования монослоя к 60 ч 
инкубирования при плотности клеток 0,3–
0,5 млн/см2 на уровне 2–3 пассажей.

Внесение в ростовую среду Игла допол-
нительно 5% сыворотки крови плодов те-
лят способствовало ускорению формиро-
вания плотного монослоя к 60 ч культиви-
рования при плотности клеток 0,4–0,6 млн/
см2 на уровне 2–3 пассажей.

В контролях клеточные культуры при 
условии выращивания на среде Игла с 5–
10% сыворотки одной из 12 испытанных 
серий восстанавливали первоначальную 
ростовую активность к 3–4 пассажу, об-
разовывали монослой к 72 ч инкубирова-
ния, обеспечивали прирост клеток до 0,3–
0,6 млн/см2.

Выводы
В результате проведенных исследова-

ний показана возможность прерывания тех-
нологии непрерывного масштабирования 
клеточной биомассы, быстрого восстанов-
ления пролиферативной активности пере-
виваемых клеток СПЭВ, GH-91, Vero, при 
комбинированном использовании сыво-
ротки крови взрослого крупного рогатого 
скота и крови новорожденных телят КРС в 
составе питательной среды Игла.

РЕЗЮМЕ
Показана возможность изменения способа поддержания перевиваемых клеточных культур, проведе-
ния прерывания масштабирования клеточной биомассы, быстрого восстановления пролифератив-
ной активности культивируемых клеток почки свиньи, гонад козы, почки зеленой мартышки, повы-
шения их репродуктивной активности после хранения при +4° С продолжительностью до 15 су-
ток за счет комбинированного использования сыворотки крови взрослого крупного рогатого скота 
и крови новорожденных телят.

SUMMARY
The following opportunities are demonstrated in this work: variation of process of maintaining passaged cell 
cultures, conducting interruption of cell biomass scaling, fast recovery of proliferative activity of cultured 
porcine kidney cells, goat gonads, Vero cells, increase of their reproductive activity after storage at +4° C for 
15 days by means of combined use of adult cattle blood sera and newborn calves blood. 
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Введение
Ротавирусы являются наиболее распро-

страненным этиологическим агентом ос-
трых гастроэнтеритов крупного рогатого 
скота (КРС). Ущерб, причиняемый рота-
вирусами, слагается из отставания в росте 
и гибели животных. В силу высокой кон-
тагиозности ущерб особенно ощутим в жи-
вотноводческих хозяйствах промышлен-
ного типа. Результаты проведенных за пос-
ледние годы исследований патологическо-
го материала на наличие кишечной инфек-
ции свидетельствуют о широкой циркуля-
ции ротавирусов в хозяйствах РФ [1, 2, 3]. 
Доказана широкая диссеминация ротави-
русов КРС среди животных разных видов и 
наличие антител у грызунов (морских сви-
нок, крыс, хомяков, мышей) [5].

Важным условием успешной борьбы 
с ротавирусной инфекцией является свое-
временная и правильная диагностика забо-
левания, для чего необходимы эффектив-
ные диагностические методы, в том числе 
иммуноферментный анализ (ИФА) [4]. Не-
обходимым условием для разработки тест-
систем на основе ИФА является получение 
соответствующих антигенов, обладающих 
высокой специфической активностью, 
что в свою очередь предполагает выделе-
ние изолятов в культуре клеток с дальней-

шим изучением их иммунобиологических 
свойств.

В ходе данной работы было проведено 
выделение двух изолятов ротавируса КРС 
в культуре клеток и изучены их биологи-
ческие свойства.

Материалы и методы
Выделение вируса. Из фекалий гото-

вили 10% суспензию в растворе Хенкса с 
последующим осветлением путем цент-
рифугирования. Надосадочную жидкость 
пропускали через фильтры “Миллипор” 
(США) с диаметром пор 0,22 мкм. К филь-
трату добавляли пенициллин (1000 ед/см3), 
стрептомицин (1000 мкг/см3) и гентамицин 
(200 мкг/см3). Фильтрат фекалий, предва-
рительно обработанный раствором трип-
сина в конечной концентрации 10 мкг/см3, 
вносили во флаконы с монослоем кле-
ток. После адсорбции вируса в течение 60 
мин при температуре 37° С монослой кле-
ток двукратно отмывали раствором Хен-
кса и добавляли поддерживающую среду 
Игла без сыворотки, содержащую трип-
син в концентрации 1 мкг/см3. Зараженную 
культуру клеток ежедневно просматрива-
ли в световом микроскопе и по истечении 
7 дней замораживали. Последующие пасса-
жи проводили подобным образом.

Титрование вируса. Определение ин-
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