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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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фекционности выделенных изолятов про-
водили титрованием по цитопатическому 
действию в монослое клеток Mark-145 и 
выражали в lgТЦД

50
/см3. Результаты учи-

тывали согласно методу Рида и Менча.
Гипериммунные сыворотки. Гиперим-

мунные сыворотки на выделенные изоля-
ты получали путем 3-кратной гиперимму-
низации концентрированным и очищен-
ным антигеном лабораторных животных: 
кроликов и морских свинок. Полученные 
гипериммунные сыворотки инактивиро-
вали прогреванием при 56° С в течение 30 
мин.

ИФА. Определение противовирусных 
антител в сыворотках крови кроликов и 
морских свинок осуществляли методом не-
прямого иммуноферментного анализа.

РН. Реакцию нейтрализации проводи-
ли в перевиваемой культуре клеток Mark-
145, используя серийные двукратные раз-
ведения сыворотки и постоянную дозу ви-
руса (200 ТЦД

50
/см3). 

Результаты и обсуждение
Ранее нами было выявлено, что в РФ 

преобладают ротавирусы КРС G-типов: 
G6 — 47%, G8 — 30%, G10 — 19% и Р-ти-
пов: Р5 — 48%, Р11 — 33%. Реже встреча-
ются ротавирусы Р-типов: Р1 и Р7. Для раз-
работки диагностических наборов необ-
ходимо иметь лабораторные штаммы, чьи 
характеристики соответствуют полевым 
изолятам, циркулирующим в хозяйствах. 
Ранее нами был выделен в культуре кле-
ток МДВК штамм ротавируса КРС “ТЕ87”, 
относящийся к серотипам G8Р7.

При анализе патологического матери-
ала, поступившего на исследование из хо-
зяйств Владимирской области, где отме-
чены вспышки заболеваний с диарейным 
синдромом, были выявлены два изоля-
та ротавируса КРС, обозначенных Собин-
ка/10/99/В и Юрьев/03/00 и охарактеризо-
ванных в ПЦР типами G10Р11 и G6Р5 со-
ответственно.

Чтобы расширить спектр изолятов, ис-
пользуемых при лабораторной диагности-
ке, решено было выделить данные изоля-
ты в культуре клеток. 

Были использованы следующие моно-
слойные перевиваемые культуры клеток: 
почки эмбриона коровы (МДВК), почки 
макаки-резус (Mark-145), гонады козы (КГ-
91), почки кролика (РК15). После проведе-
ния трех последовательных пассажей вы-
явили, что для изолята Юрьев/03/00 более 
чувствительной культурой клеток являет-
ся МДВК, а для изолята Собинка/10/99/В 
— Mark-145.

Всего на данных культурах с каждым 
изолятом было проведено по 10 пассажей. 
Первые два пассажа характеризовались 
отсутствием цитопатического действия. К 
третьему пассажу оба изолята вызывали 
видимое, однако нехарактерное для рота-
вирусов, ЦПД в культуре клеток. Для до-
казательства специфичности ЦПД РНК, 
выделенная из культуральной жидкости, 
была исследована методом электрофоре-
за геномных сегментов в агарозном геле. 
На электрофореграмме была видна карти-
на разделения геномных сегментов, харак-
терная для ротавируса. 

Время проявления ЦПД уменьшалось 
от третьего до восьмого пассажа со 168 до 
96 ч и оставалось неизменным в девятом и 
десятом пассажах. На уровне 7-го пассажа 
изоляты Собинка/10/99/В и Юрьев/03/00 
вызывали характерные цитопатические 
изменения в более 50% клеток, проявляю-
щиеся в виде склеивания клеток, отслоения 
клеток и разрушения монослоя, и накапли-
вались в титрах более 4,5–5,0 lg ТЦД

50
/см3 

и 5,0–5,3 lg ТЦД
50

/см3 соответственно. Ко-
нечная картина ЦПД выражалась в гибе-
ли клеток, отслоении их в культуральную 
жидкость и наличии на поверхности роста 
отдельных тяжей и фрагментов. Инфекци-
онная активность изолятов Собинка/10/99/
В и Юрьев/03/00 на уровне 10 пассажа со-
ставила 6,25 lg ТЦД

50
/см3 и 6,0 lg ТЦД

50
/см3 

соответственно.
Антигенная активность выделенных 

изолятов в сэндвич-варианте ИФА с ис-
пользованием сывороток крови, получен-
ных на штамм ТЕ87, составила 1:40 для изо-
лята Собинка/10/99/В и 1:100 для изолята 
Юрьев/03/00.

На данные изоляты были получены ги-
периммунные сыворотки на лабораторных 
животных (кролики и морские свинки).

Титр антител в сыворотках крови кро-
ликов в реакции нейтрализации для изоля-
тов Собинка/10/99/В и Юрьев/03/00 соста-
вил 11,6 log

2
 и 8,3 log

2, 
в ИФА — 13,5 log

2 
и 

10,4 log
2 

соответственно. Титр сывороток 
крови морских свинок в реакции нейтра-
лизации для изолятов Собинка/10/99/В и 
Юрьев/03/00 составил 11,4 log

2
 и 8,8 log

2
 со-

ответственно, в ИФА — 12,1 log
2 
и 10,0 log

2 

соответственно. 
Выделенные изоляты ротавируса КРС 

в настоящее время используются в качес-
тве положительного контроля в ПЦР на 
ротавирусы КРС различных серотипов. 
Предполагается использование данных 
изолятов в качестве производственных для 
получения антигенов и специфических сы-
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вороток с целью разработки тест-систем 
на основе ИФА.

Выводы
Таким образом, в культуре клеток бы-

ли выделены два изолята ротавируса КРС 
— Юрьев/03/00 и Собинка/10/99/В. Данные 
изоляты характеризуются высокими тит-
рами инфекционной активности, вызывая 
характерное для ротавирусов ЦПД в куль-
туре клеток, а также стабильно сохраняют 

уровень репродуктивной активности при 
пассировании. Полученные на данные изо-
ляты гипериммунные сыворотки характе-
ризуются высокими титрами вируснейтра-
лизующей активности в реакции нейтра-
лизации и антигенной активности в ИФА. 
По результатам исследований выделен-
ные изоляты ротавируса КРС можно ре-
комендовать в качестве производственных 
штаммов.
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РЕЗЮМЕ
В перевиваемой культуре клеток из патологического материала выделено 2 полевых изолята рота-
вируса крупного рогатого скота (КРС). Изучены культуральные свойства изолятов. Получены гипе-
риммунные сыворотки на лабораторных животных. 

ABSTRACT
Two field isolates of bovine rotavirus were isolated in a continuous cell culture from pathological samples. 
Cultural characteristics of the isolates were studied. Hyperimmune sera were obtained from laboratory an-
imals.
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