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РЕФЕРАТ 
Целью работы являлось изучение особенностей культивирования и определе-
ния инфекционной активности штамма респираторно-синцитиального вируса 
«РБ23» для дальнейшего создания живой аттенуированной импортозамещаю-
щей вакцины против ИРТ, ПГ-3 и РСВ для назальной иммунизации новорож-
денных телят. Качество репликации на клеточных линиях проводили путем 

оценки инфекционных титров по прямому цитопатическому действию вируса на клетки 
млекопитающих, а также использовали метод окрашенных фокусов. Методом количе-
ственной ПЦР определена степень репликации РСВ на культуре клеток ЛЭК в зависимо-
сти от сроков культивирования. Показано, что клетки ЛЭК и Т-1 являются пермессивны-
ми для РСВ. При этом чувствительность клеток ЛЭК превышала чувствительность кле-
ток Т-1 на 1,96, 1,88 и 7,69 % соответственно, в трех последовательных пассажах. Смена 
среды МЕМ с добавлением глутамина при культивировании РСВ на 4 сутки способство-
вала усилению репликативной активности на 8,6 % по сравнению с флаконами, в кото-
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рых смена среды не проводилась. Отмечено также, что оптимальным сроком культиви-
рования РСВ является срок семь суток, дальнейшее культивирование приводит к дегра-
дации внеклеточных вирусных частиц, что снижает концентрацию вирионов на 26,5-40,0 
%. Наработана биомасса РСВ «РБ23» для дальнейшего создания живой аттенуированной 
импортозамещающей вакцины против ИРТ, ПГ-3 и РСВ для назальной иммунизации 
новорожденных телят с инфекционным титром РСВ – 4,75±0,18 lg ТЦД 50/см3, титром по 
ФОЕ – 1,5x106 ФОЕ/см3

 и количеством вирионов в вируссодержащей суспензии не ниже 
4,5±0,20 млн. копий/мл.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Массовые респираторные заболева-

ния новорожденных телят с симптомами 
конъюнктивита, поражения верхних и 
нижних дыхательных путей представляют 
наиболее серьезную проблему для ското-
водства многих сельхозпредприятий Рос-
сийской Федерации [1-3]. К основным 
вирусным патогенам относят вирус ин-
фекционного ринотрахеита крупного ро-
гатого скота (ИРТ), вирус парагриппа 
крупного рогатого скота-3 (ПГ-3) и ре-
спираторно-синцитиальный вирус круп-
ного рогатого скота (РСВ) [4, 5].  

Респираторно-синцитиальный вирус 
крупного рогатого скота является повсе-
местно распространенным и важным ре-
спираторным патогеном крупного рогато-
го скота, который может вызывать тяже-
лое заболевание у животных всех возрас-
тов, но в первую очередь поражает моло-
дых телят во время повторяющихся се-
зонных вспышек. Клинически заболева-
ние характеризуется лихорадкой, кашлем 
и тахипноэ, часто быстро прогрессирую-
щими до одышки. РСВ считается одним 
из предрасполагающих факторов, приво-
дящих к вторичному заражению и эпизоо-
тиям пастереллеза крупного рогатого ско-
та [2, 3, 6].  

Вспышки респираторных заболева-
ний часто затрагивают телят в возрасте 
всего нескольких недель. Поэтому важно, 
чтобы вакцинация быстро индуцировала 
защиту от заболевания. Большинство те-
лят в возрасте до 3 месяцев имеют цирку-
лирующие материнские антитела, приоб-
ретенные через молозиво. Эти антитела 
не обеспечивают должной защиты от за-
болеваний, но могут влиять на эффектив-
ность системной вакцинации. При этом 
именно интраназальная вакцинация явля-
ется методом, с помощью которого может 

быть быстро вызван иммунитет (обходя 
возможное влияние материнских анти-
тел). Установлено, что телята в возрасте 
от 3 до 8 дней способны формировать 
иммунный ответ слизистой оболочки, 
даже при наличии материнских антител.  

Разработка живой аттенуированной 
импортозамещающей вакцины против 
ИРТ, ПГ-3 и РСВ для назальной иммуни-
зации новорожденных телят имеет потен-
циальные преимущества по сравнению с 
традиционной парентеральной вакцина-
цией, являясь дополнительным инстру-
ментом для усиления защиты от респира-
торных инфекций путем стимуляции им-
мунного ответа слизистой оболочки. 
Многочисленные исследования проде-
монстрировали эффективность интра-
назальной вакцинации в условиях мате-
ринских антител после заражения вируса-
ми респираторных инфекций. Респира-
торные заболевания крупного рогатого 
скота являются основной причиной 
смертности телят. В связи с этим важ-
ность ранней защиты новорожденных 
телят не вызывает сомнений [7, 8].  

Многие исследователи отмечают 
трудности при культивировании РСВ, 
связанные с нерегулярным проявлением 
цитопатического действия (ЦПД), низким 
инфекционным титром, лабильностью 
вируса. Было отмечено, что пассирование 
различных штаммов РСВ крупного рога-
того скота (КРС) даже в чувствительных 
культурах клеток не в каждом пассаже 
сопровождалось видимым ЦПД, поэтому 
цитопатическое действие РСВ в культуре 
клеток носит неперманентный характер, 
что и осложняет его культивирование. 
Поэтому при культивировании РСВ КРС 
в культурах клеток необходимо использо-
вать и другие методы контроля его раз-
множения, определения инфекционной 
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активности и его идентификации [9-11]. В 
связи с этим, целью работы являлось изу-
чение особенностей культивирования и 
определения инфекционной активности 
штамма РСВ «РБ23» для дальнейшего 
создания живой аттенуированной им-
портозамещающей вакцины против ИРТ, 
ПГ-3 и РСВ для назальной иммунизации 
новорожденных телят. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

При создании вакцинных препаратов 
большую роль играет выбор эффектив-
ных биологических моделей с целью по-
лучения высокоактивной биомассы виру-
сов. Поэтому на первом этапе работы для 
разработки технологии производства 
нами была изучена чувствительность раз-
личных перевиваемых линий культур 
клеток к аттенуированному штамму РСВ 
КРС «РБ23». Для репликации вируса ис-
пользовались следующие перевиваемые 
линии культур клеток: ЛЭК (легкого эм-
бриона коровы), Т-1 (почки телят), МДБК 
(почки быка), BHK-21/13 (почки ново-
рожденного золотистого сирийского хо-
мячка).  

Наработка биомассы вируса осу-
ществлялась на перевиваемых линиях 
культур клеток методами стационарного 
культивирования в стеклянных флаконах 
(матрасах) вместимостью 200 и 1500 см3 с 
выходом вируссодержащей суспензии в 
объеме 20-30 см3 и 120-150 см3 соответ-
ственно. 

Заражение штаммом РСВ КРС 
«РБ23» в дозе 0,1 lg ТЦД50/см3 проводи-
ли на 80–90 % конфлюентном монослое 
клеток возрастом 24–48 часов. Перед ино-
куляцией промывали клетки фосфатно-
солевым буфером (pH 7,4±0,1). С целью 
адсорбции вируса флаконы инкубировали 
при температуре 37±0,5 ºС в течение од-
ного часа, встряхивая каждые 20–30 ми-
нут для перераспределения инокулята. 
Адсорбцию завершали добавлением сре-
ды Игла МЕМ (в которую предваритель-
но вносили L-глутамин (ООО «ПанЭко», 
Россия) из расчета 146 мг на 450 мл сре-
ды). Инфицированные культуры клеток 
инкубировали при температуре 37±0,5 ºС, 

ежедневно просматривая под микроско-
пом на наличие характерных морфологи-
ческих (цитопатических) изменений кле-
ток. Культуры клеток, на которых проис-
ходило максимальное накопление виру-
сов, были использованы для накопления 
вируссодержащего материала.  

Оценку качества репликации РСВ на 
клеточных линиях проводили путем опре-
деления инфекционных титров согласно 
общепринятой методике L. Reed и H. 
Muench [12] по прямому цитопатическо-
му действию вируса на клетки и выража-
ли в lg ТЦД50/см3 (50%-ная тканевая цито-
патическая доза), а также использовали 
метод окрашенных фокусов по Calnek 
B.et al. [13] при этом титр вируса выража-
ли в фокусобразующих единицах/мл 
(ФОЕ/мл). Для оценки титра в последова-
тельных разведениях вируссодержащей 
суспензии подсчитывали предварительно 
окрашенные 0,5 %-ным раствором амидо-
вого черного на 0,5 % -ной уксусной кис-
лоте фокусы в 8 флаконах, соответствую-
щих одному и тому же разведению виру-
са без слияния фокусов (при условии, что 
число фокусов не превышает 100 и не 
менее 10). Величину титра определяли по 
следующей формуле: 

 , 
где: T – титр вируса в ФОЕ/см3; 
a – среднее количество фокусов во 

флаконе; 
P – показатель степени разведения 

вируссодержащего материала. 
Также проведено количественное 

определение степени репликации РСВ на 
культуре клеток ЛЭК в зависимости от 
сроков культивирования. Для этого зара-
женные РСВ флаконы замораживали че-
рез 4; 7 и 10 суток после инокуляции. На 
4 сутки в половине флаконов проводили 
смену питательной среды. Далее опреде-
ляли содержание вируса с помощью ПЦР. 

Нуклеотидные последовательности 
изолятов вируса РСВ определены путем 
поисковых запросов из базы данных Gen-
Bank ресурсов NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). В результате мно-
жественного выравнивания нуклеотид-
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ных последовательностей изолятов РСВ и 
дизайна олигонуклеотидов были разрабо-
таны праймеры и олигонуклеотидный 
зонд для амплификации консервативного 
локуса РСВ («RSV F» ataaccttgacatcac-
tcgtcataacagc, «RSV R» gtgtttgttggatggtt-
ggtttgg, «RSV P» Rox-
agtgtgggaaatgctaaagccaagcc-BHQ2). Олиго-
нуклеотидные праймеры и зонды синте-
зированы в ЗАО «Евроген» (Россия) [14, 
15]. 

Нуклеиновые кислоты (НК) выделяли 
из образцов культуры клеток ЛЭК с по-
мощью набора РИБО-преп (AmpliSens, 
Россия), согласно инструкции производи-
теля.  

Для реакции амплификации использо-
вали следующий состав реакционной сме-
си, из расчета на одну пробу: 3 мкл 5х 
qPCRmix-HS SYBR; 0.2 мкл MMLV – 
обратной транскриптазы (ЗАО «Евроген», 
Россия); 0.5 мкл 10 pM раствора зонда 
для ПЦР; 10 pM раствора прямого и об-
ратного праймеров по 0.5 мкл; 5 мкл нук-
леиновых кислот и 6.3 - деионизирован-
ной воды. Конечный объём реакционной 
смеси составил 15 мкл. Амплификация 
нуклеиновых кислот осуществлялась по 
следующей программе: (I) обратная тран-
скрипция РНК при температуре 37 °C в 
течение 5 минут; (II) денатурация ДНК 
при температуре 95 °C в течение 2 минут; 
(III) 5 циклов, состоящих из: 15 секунд - 
при 95 °C, 30 секунд - при 59 °C; (IV) 40 
циклов, состоящих из: 10 секунд - при 95 

°C, 30 секунд при - 59 °C. Детекция ре-
зультата ПЦР происходит на каждом из 
40 циклов третьей стадии ПЦР, при 59 °C 
по каналам Rox и Fam. Для расчета коли-
чества НК в образце готовили серию об-
разцов с 10-кратными разведениями раз-
работанного положительного контроль-
ного образца (которые при амплификации 
считали стандартами). Количество НК 
вируса в образцах определяли по показа-
телям амплификатора (основанном на 
сопоставлении Ct анализируемого образ-
ца с Ct стандартных образцов). 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Нами, также, как и многими исследо-

вателями [38-41] отмечены трудности при 
культивировании РСВ, связанные с нере-
гулярным и неодинаковым проявлением 
ЦПД.  

Так культивирование РСВ на переви-
ваемой линии культур клеток ЛЭК могло 
сопровождаться как ярко выраженной 
деструкцией монослоя, отторжением кле-
ток и образованием пустот (рис. 1.1, 1.2), 
так и формированием скоплений клеток 
(в виде так называемых фокусов), т.е. 
развитием цитопатологии синцитиально-
го типа (рис. 1.3-1.5), а в случае с культи-
вированием на перевиваемой линии куль-
тур клеток Т-1 преимущественно фокусов 
(выраженных локализованных очагов 
поражения в виде клеточных конгломера-
тов) и отходящих от них ярко выражен-
ных тяжей (рис. 2.1-2.5).  

Рисунок 1 – Цитопатическое действие РСВ КРС на культуре клеток ЛЭК  
через 7 суток после заражения в третьем пассаже: 1-5 – клетки ЛЭК после  

заражения; 6 – монослой интактной культуры клеток ЛЭК (1-3 - увеличение х400;  
4-6 - увеличение х200). 
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Рисунок 2 – Цитопатическое действие РСВ КРС на культуре клеток Т-1 через 
7 суток после заражения в третьем пассаже: 1-5 – клетки Т-1 после заражения;  

6 – монослой интактной культуры клеток Т-1 (увеличение х400). 

Рисунок 3 – Титрование РСВ КРС (штамм «РБ23») на культуре клеток ЛЭК 
методом окрашенных фокусов (через 7 суток после заражения, где 1-5 – последова-

тельные разведения вируса, 6 – контроль (увеличение х200)). 

Таблица 1 – Определение титра РСВ на перевиваемой линии культур  
клеток ЛЭК методом ФОЕ 

Степень разведе-
ния вируссодержа-

щего материала 

Среднее количе-
ство фокусов в 

опыте 

Среднее количество фоку-
сов во флаконах, отвечаю-
щих условиям расчета* (а) 

Титр вируса, 
ФОЕ/см3 (T) 

10-1 241,5±27,53 – – 

10-2 110,63±30,95 77 1,5x104 

10-3 70,5±18,05 71 1,4x105 

10-4 75,38±15,63 75 1,5x106 

10-5 3,5±3,85 – – 

10-6 0,13±0,35 – – 

Примечание: * с учётом значений, отвечающих условиям расчета (от 10 до 100 фо-
кусов во флаконе) 
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Проведено три последовательных пас-
сажа аттенуированного штамма РСВ КРС 
«РБ23» на культурах клеток ЛЭК и Т-1 с 
максимальным проявлением ЦПД на 7 
сутки после заражения и инфекционным 
титром в первом пассаже – 4,08±0,20 lg 
ТЦД 50/см3 и 4,00±0,18 lg ТЦД 50/см3; во 
втором пассаже – 4,25±0,18 lg ТЦД 50/см3 
и 4,17±0,20 lg ТЦД 50/см3 и третьем пасса-
же – 4,42±0,18 lg ТЦД 50/см3 и 4,08±0,10 lg 
ТЦД 50/см3 соответственно. Таким обра-
зом, обе клеточные линии являются пер-
мессивными для РСВ. Однако в связи с 
тем, что на предыдущем этапе работы 
наиболее чувствительной к вирусам ИРТ 
и ПГ-3 оказалась перевиваемая культура 
клеток ЛЭК, технологически удобно про-
должать накопление РСВ именно на этой 
культуре. 

В связи с тем, что пассирование РСВ 
КРС даже в чувствительных культурах 
клеток не в каждом пассаже сопровожда-
ется видимым ЦПД и носит неперманент-
ный характер, что осложняет его культи-
вирование [38-41], инфекционный титр 
РСВ определялся нами также по числу 
фокусообразующих единиц (ФОЕ) (рис. 
3).  

Результаты определения инфекцион-
ного титра РСВ третьего пассажа на пере-

виваемой линии культур клеток ЛЭК ме-
тодом ФОЕ представлены в таблице 1. 

Таким образом, титр РСВ в третьем 
пассаже составил 1,5x106 ФОЕ/см3. 

РСВ слабо реплицировался на переви-
ваемой линии клеток MDBK и BHK-
21/13. ЦПД, если и проявлялось, то не 
раньше 8-9 суток во флаконах с разведе-
нием вируса 10-1 и 10-2. Так инфекцион-
ный титр на культуре клеток MDBK со-
ставил 0,83±0,10, 1,00±0,18, 0,92±0,10 lg 
ТЦД 50/см3, на культуре клеток BHK-
21/13 – 1,08±0,10, 1,17±0,27, 1,08±0,20 lg 
ТЦД 50/см3 соответственно в первом, вто-
ром и третьем пассажах. Таким образом, 
перевиваемые линии культур клеток поч-
ки быка и новорожденного золотистого 
сирийского хомячка оказались слабочув-
ствительными к изучаемому вирусу в 
трех последовательных пассажах.  

По результатам амплификации вирус-
содержащего материала из флаконов тре-
тьего пассажа, замороженных на 4, 7 и 10 
сутки после заражения, показано, что 
концентрация РСВ имела тенденцию к 
нарастанию при увеличении срока куль-
тивирования до 7 суток, при этом смена 
среды во флаконах на 4 сутки способство-
вала усилению репликации вируса (рис. 
4) 

0
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Рисунок  4 – Концентрация РСВ КРС «РБ23» на культуре клеток ЛЭК в зависимости 
от сроков культивирования (1 – 4 сут; 2 – 7 сут со сменой среды на 4 сут; 3 – 7 сут 
без смены среды на 4 сут; 4 – 10 сут со сменой среды на 4 сут; 5 – 10 сут без смены 

среды на 4 сут). 
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При смене среды на 4 сутки происхо-
дило усиление репликативной активности 
РСВ на 8,6 % относительно флаконов без 
смены среды к седьмым суткам опыта. 
Тогда как продолжение культивирования 
РСВ более 7 суток приводило к сниже-
нию концентрации вирионов на 40,0 % во 
флаконах со сменой и 26,5 % соответ-
ственно, без смены среды, что может 
быть связано с постепенной деградацией 
внеклеточных вирусных частиц (т.к. РНК 
плохо сохраняется во внешней среде, эф-
фективность амплификации так же имеет 
тенденцию к представлению меньших 
количественных показателей). Инфекци-
онный титр в третьем пассаже на 7 сутки 
во флаконах со сменой среды на 4 сутки 
составил 4,75±0,18 lg ТЦД 50/см3, что на 
7,5 % выше по сравнению с инфекцион-
ным титром РСВ во флаконах без смены 
среды. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, наработана биомасса 

РСВ «РБ23» для дальнейшего создания 
живой аттенуированной импортозамеща-
ющей вакцины против ИРТ, ПГ-3 и РСВ 
для назальной иммунизации новорожден-
ных телят. Определена чувствительность 
различных перевиваемых линий культур 
клеток к штамму «РБ23». Показано, что 
клетки ЛЭК и Т-1 являются пермессивны-
ми для РСВ. При этом чувствительность 
клеток ЛЭК превышала чувствительность 
клеток Т-1 на 1,96, 1,88 и 7,69 % соответ-
ственно, в трех последовательных пасса-
жах. Так как на предыдущем этапе рабо-
ты наиболее чувствительной к вирусам 
ИРТ и ПГ-3 оказалась перевиваемая куль-
тура клеток ЛЭК, технологически удобно 
продолжать накопление РСВ именно на 
этой культуре. Смена среды МЕМ с до-
бавлением глутамина при культивирова-
нии РСВ на 4 сутки способствовала уси-
лению репликативной активности на 8,6 
% по сравнению с флаконами, в которых 
смена среды не проводилась. Отмечено 
также, что оптимальным сроком культи-
вирования РСВ является срок семь суток, 
дальнейшее культивирование приводит к 
деградации внеклеточных вирусных ча-
стиц, что снижает концентрацию вирио-

нов на 26,5-40,0 %. Инфекционный титр 
РСВ при отсутствии ярко выраженного 
ЦПД может определяться также методом 
подсчета фокусообразующих единиц. 
Таким образом, наработана биомасса РСВ 
«РБ23» для дальнейшего создания живой 
аттенуированной импортозамещающей 
вакцины против ИРТ, ПГ-3 и РСВ для 
назальной иммунизации новорожденных 
телят с инфекционным титром РСВ – 
4,75±0,18 lg ТЦД 50/см3, титром по ФОЕ – 
1,5x106 ФОЕ/см3

 и количеством вирионов 
в вируссодержащей суспензии не ниже 
4,5±0,20 млн. копий/мл.  
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ABSTRACT 
The aim of the work was to study the 
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features of cultivation and determination of 
the infectious activity of the respiratory syn-
cytial virus strain "RB23" for the further 
creation of a live attenuated import-
substituting vaccine against IRT, PG-3 and 
RSV for nasal immunization of newborn 
calves. The quality of replication on cell 
lines was carried out by assessing infectious 
titers by the direct cytopathic effect of the 
virus on mammalian cells, and also using the 
stained foci method. The degree of RSV 
replication on the LEC cell culture depend-
ing on the cultivation time was determined 
by the quantitative PCR method. It was 
shown that LEC and T-1 cells are permissive 
for RSV. Moreover, the sensitivity of LEC 
cells exceeded the sensitivity of T-1 cells by 
1.96, 1.88 and 7.69%, respectively, in three 
consecutive passages. Changing the MEM 
medium with the addition of glutamine dur-
ing RSV cultivation on the 4th day contrib-
uted to an increase in replicative activity by 
8.6% compared to flasks in which the medi-
um was not changed. It was also noted that 
the optimal period for RSV cultivation is 
seven days, further cultivation leads to the 
degradation of extracellular viral particles, 
which reduces the concentration of virions 
by 26.5-40.0%. The RSV biomass "RB23" 
has been produced for further development 
of a live attenuated import-substituting vac-
cine against IRT, PG-3 and RSV for nasal 
immunization of newborn calves with an 
infectious RSV titer of 4.75±0.18 lg TCID 
50/cm3, a FFU titer of 1.5x106 FFU/cm3 
and a virion count in a virus-containing sus-
pension of at least 4.5±0.20 million copies/
ml. 
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