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Проблема бешенства как одного из наиболее опасных зоонозов продолжает сохранять свою акту-
альность практически во всем мире При изготовлении живой вакцины важным этапом является получение 
активного компонента – вируса, сохраняющего заданные фенотипические свойства, главную роль играет 
система культивирования возбудителя. Цель настоящей работы состояла в адаптации вируса бешенства 
штамма “RV-97” к перевиваемой клеточной линии почки сирийского хомячка (ВНК-21/13) шведской сублинии, а 
также – в проведении сравнительного анализа накопления вируса на различных пассажах. Определяли число 
пассажей, которые необходимо провести для адаптации штамма “RV-97” к монослойной культуре клеток 
ВНК-21/13. В работе использовали 2-х суточную культуру клеток ВНК-21/13, находящуюся в фазе логарифми-
ческого роста (80-90 % формирование монослоя клеток). В качестве тест-системы инфекционной активно-
сти использовали культуру клеток ВНК-21/13, выращенную в виде монослоя в лунках плоскодонных пластико-
вых планшетов. Для индикации инфицированных клеток использовали флюоресцентную метку. Определили, 
что наименьшее число пассажей, при котором вирус бешенства штамм “RV-97” является адаптированным 
к перевиваемой культуре клеток ВНК-21/13 шведской сублинии на уровне 6 пассажа. Установлено, что титр 
инфекционной активности аттенуированного вируса бешенства штамма “RV-97” на уровне 6 пассажа со-
ставляет 7,33±0,17 lg ККИД50/см3.

Введение
В настоящее время проблема бешенства 

как одного из наиболее опасных зоонозов про-
должает сохранять свою актуальность практиче-
ски во всем мире [1]. Заболевание вызывается 
нейротропными вирусами рода Lyssavirus се-
мейства Rhabdoviridae порядка Mononegavirales 
и передается всем млекопитающим. При этом 
единственным надежным способом борьбы с 
бешенством является специфическая профи-
лактика болезни, а именно, вакцинация дикой 
фауны, являющейся основным резервуаром ин-
фекции [2, 3].

В мире существуют большое количество 
коммерческих антирабических препаратов для 
оральной иммунизации диких животных, зна-
чительную часть из которых занимают живые 
вакцины и каждый препарат имеет свои особен-
ности [4, 5].

При изготовлении живой вакцины важ-
ным этапом является получение активного ком-
понента – вакцинного вируса, который способен 

накапливаться в необходимой концентрации и 
сохранять исходные фенотипические свойства. 
Здесь существенную роль играет система куль-
тивирования возбудителя.

Для репродукции вируса бешенства пер-
воначально во всем мире применяли первич-
ные культуры клеток различных животных: поч-
ки собаки, поросенка, сирийского хомяка [4, 6]. 
Однако, получение первично-трипсинизирован-
ных культур достаточно трудоемкий и малопро-
изводительный процесс, который при масштаб-
ном изготовлении вакцины существенно влияет 
на рентабельность производства. В этой связи 
использование перевиваемых клеточных куль-
тур имеет большую эффективность [7, 8].

Вирус бешенства успешно адаптировали 
к таким перевиваемым клеточным линиям как 
почка сирийского хомячка (ВНК-21), почка зеле-
ной африканской мартышки (VERO), почка сайги 
(ПС), фибробласты хомяка (NiL-2), фибробласты 
эмбриона птиц (CEF), мышиная нейробластома 
(MNL) [9, 10, 11, 12, 13]. В частности показана 
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возможность адаптации штаммов РВ-71 и ТС-
80 к культуре клеточных линий VERO, ВНК-21/2, 
MARC-145, W-91, ПС и получение на уровне 3-10 
пассажа высокоактивного вирусного материала 
в титре от 5,6 до 7,0 lg ККИД 50/см3 [6, 14, 15].

Группе ученых ФГБУ «ВНИИЗЖ» удалось 
адаптировать штамм 71 БелНИИЭВ-ВГНКИ к пе-
ревиваемой культуре клеток ВНК-21. В результа-
те проведенной работы был получен модифи-
цированный штамм вируса бешенства, который 
был обозначен как “RV-97” [16, 17, 18,].

Однако в доступной литературе не при-
веден количественный анализ процесса адапта-
ции вируса, позволяющий объективно оценить 
время (количество пассажей), необходимое для 
того, чтобы считать данный вирус адаптирован-
ным к заданной системе культивирования [6, 7, 
8, 14, 16].

Цель настоящей работы состояла в адап-
тации вируса бешенства штамма “RV-97” к пере-
виваемой клеточной линии почки сирийского 
хомячка (ВНК-21) Шведской сублинии, а также 
– в проведении сравнительного анализа нако-
пления вируса на различных пассажах.

Материалы и методы исследований
Антигенный материал. В работе исполь-

зовали 10 % надосадочную вируссодержащую 

жидкость штамм “RV-97” вируса бешенства, по-
лученную из головного мозга овец, депониро-
ванную в Государственной коллекции штаммов 
микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ». Хранение 
производилось при температуре не выше минус 
70°С в соответствии с требованиями СП 1.2.036-
95.

Культура клеток. С целью изучения куль-
туральных свойств вируса бешенства штамма 
“RV-97” и его адаптацию использовали высо-
котехнологичную монослойную перевиваемую 
клеточную культуру почек сирийского хомячка, 
клон 13 (Beby hamster kidney cell) ВНК-21/13 
Шведская линия.

Подсчет клеток при посеве проводили в 
автоматическом счетчике клеток или в камере 
Горяева по формуле: А: 3×15× 10000, где А: 3– 
среднее арифметическое количество клеток в 
одном горизонтальном ряду больших квадра-
тов; 9 и 15 – постоянные коэффициенты; 10000 
– коэффициент перевода в объем 1,0 см3.

После инкубации флакон с вирусной су-
спензией замораживали при минус 700С.

Определение титра инфекционной ак-
тивности вируса бешенства. Проводили с при-
менением высокочувствительной монослойной 
клеточной линии ВНК-21 [12]. Для этого после 

Рис.1 - Морфология клеточной линии ВНК-21 (Шведская линия). Монослой 48 часов - интакт-
ная. Электронный микроскоп. Объектив ×400.
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фиксации охлажденным 80% водным раство-
ром ацетона клеточный монослой окрашивали 
антирабическим ФИТЦ иммуноглобулином G 
меченный флуоресцеинизотиоцианатом натрия 
в рабочем разведении 1:100 и просматривали 
в полях зрения флуоресцентного микроскопа 
при увеличении х 200. Реакцию учитывали по 
принципу «все-или-ничего». Лунка считается 
положительной при обнаружении групп клеток 
(фокусов) или единичных клеток с характерны-
ми для бешенства округло-овальными внутри-
клеточными включениями разной величины и 
с четкими краями, светящихся ярким зеленым 
или желтовато-зеленым светом на темном или 
светлом серо-зеленом фоне неинфицирован-
ных клеток. Отрицательной считается реакция 
при отсутствии специфичного свечения. Зна-
чения титра вируса бешенства вычисляли с ис-
пользованием метода Спирмена-Кербера [19] и 
выражали в lg ККИД50/см3.

Статистическая обработка данных. Ис-
пользовали стандартные методы обработки вы-
борок варьирующих переменных. Определяли 

существенность различий средних величин. С 
этой целью использовали метод множествен-
ных сравнений Шеффе [20]. Различия считали 
статистически достоверными на уровне значи-
мости p≤0,05.

Результаты исследований 
Определяли число пассажей, которые не-

обходимо было провести для адаптации штам-
ма “RV-97” к монослойной культуре клеток ВНК-
21.

Концентрация клеток ВНК-21/13 линий 
при посеве составляла 100-150 тыс/см3. В рабо-
те использовали 2-х суточную культуру клеток 
ВНК-21, находящуюся в фазе логарифмического 
роста (80-90% монослой). Использовали клеточ-
ный монослой, выращенный на пластиковых 
культуральных флаконах с площадью рабочей 
поверхности 25 см². Монослой выращивали на 
питательной среде ПСП или Игла в модификации 
ФГУ ”ВНИИЗЖ”, с добавлением 10% сыворотки 
КРС и глютамина (0,292 г/л). Для проведения 
каждого пассажа вируса использовали не менее 
6 культуральных флаконов. Для контроля состо-

Рис.2. Наличие ф окусов флюоресценции вируса бешенства штамм «RV-97» в культуре клеток 
ВНК 21/13 после 48 часов культивации в реакции флуоресцирующих антител. Флуоресцентный ми-
кроскоп. Объектив ×200.
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яния монослоя в опытах параллельно оставляли 
интактными менее 3 флаконов с культурой кле-
ток.

Инфицирующий материал в объеме 0,1-1 
см³ вносили на освобожденный от среды моно-
слой, множественность заражения составляла 
0,01-0,1 ККИД50/кл. Инокулят экспонировали в 
течение 30 мин при температуре (37,0±1,0)0С, 
периодически покачивали флаконы. Далее, ин-

фицированный монослой отмывали од-
ним объемом питательной среды, после 
чего во флаконы вносили поддерживаю-
щую среду. В контрольную группу флако-
нов вместо вирусного материала вносили 
1 см³ питательной среды.

Культивирование вируса в монослое 
продолжали в течение 48–72 ч (Рис.1) Вре-
мя культивирования определяли по сохра-
нению структурной целостности монослоя 
в контрольной группе флаконов. Интакт-
ный монослой считали структурно-целост-
ным, если было сохранено не менее 75% 
морфологически полноценных клеток (т.е. 
допускали наличие не более 25% не спец-
ефически дегенерированных или отслоив-

шихся клеток). Смену ростовой и поддерживаю-
щей среды проводили в зависимости от уровня 
пассажа, через каждые 24 и 48 часов. Специфи-
ческие изменения в клетках и монослое не про-
исходили при взаимодействии с вирусом.

По окончанию культивирования флаконы 
инфицированным монослоем промораживали 
для деадгизирования его от ростовой поверхно-

Рис. 3 – Оценки титров инфекционного вируcа бе-
шенства штамма “RV-97” (♦ - T, ККИД 50/см3), установлен-
ные соответственно номерам последовательных пасса-
жей (L), проведенных на монослойной культуре клеток 
ВНК-21/13. Пунктиром показана средняя тенденция.

Статистические коэффициенты (F)* для данной пары сопоставляемых значений lg ‘T

L lg ‘T(Q; n)
lg ‘T

4,063 4,5 4,692 5,583 6,667 7,333 7,417 7,333

1 4,063 (0,172; 4) - - - - - - - -

2 4,5 (0,125; 4) 0,62 - - - - - - -

3 4,692 (0,695; 3) 1,11 0,09 - - - - - -

4 5,583 (0,042; 3) 6,46** 2,87 1,94 - - - - -

5 6,667 (0,292; 3) 18,97 11,48 9,55 2,88 - - - -

6 7,333 (0,167; 3) 29,92 19,62 17,07 7,50 1,09 - - -

7 7,417 (0,042; 3) 31,47 20,80 18,18 8,23 1,38 0,01 - -

8 7,333 (0,042; 3) 29,92 19,62 17,07 7,50 1,09 0,00 0,01 -

Примечания:

* - F1.2 = (lg’T1 – lg’T2)²/(D/n1+D/n2), где: D = ((ΣQ)×(k-1))/(Σn-k); Q – сумма квадратов отклонений выборки; 
n – число элементов в выборке; k – число выборок;

** - 
цветом выделены ячейки с коэффициентами, для которых выполняется неравенство F ≥ Fp=0,05 = 
2,41, где Fp – критериальный коэффициент Фишера соответственно заданного уровня р для v1 = 
k-1 и v2 = Σn-k.

Таблица 1
Результаты сопоставления средних логарифмических значений инфекционных титров (lg ‘T, 

ККИД50/см3) вируcа бешенства штамма “RV-97”, уставленных соответственно номерам пассажей (L) 
проведенных на монослойной к.к. ВНК-21/13 (Шведская линия)
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сти и дезинтеграции клеток, затем разморожен-
ное содержимое, соблюдая условия асептики, 
объединяли. Далее клеточный детрит осаждали 
центрифугированием при 1000 g в течение 10–
15 мин. Полученный супернатант считали освет-
ленным вирусным материалом (данного пасса-
жа) и использовали для дальнейшей работы.

На следующем этапе работы в образцах 
осветленного вирусного материала опреде-
ляли инфекционный титр вируса. В качестве 
тест-системы для определения инфекционной 
активности использовали культуру клеток ВНК-
21, выращенную в виде монослоя в лунках пло-
скодонных пластиковых планшетов. Для инди-
кации инфицированных клеток использовали 
флюоресцентную метку. Соответственно испы-
танным разведениям вирусного материала ре-
гистрировали наличие фокусов флюоресценции 
(Рис. 2). В лунках отрицательного контроля при 
проведении титрования специфического свече-
ния не обнаруживается. Видимое поле лунки 
имеет темный цвет.

Культивирование вируса продолжали в 
течение восьми пассажей. Показателем степени 
адаптации вируса на данном пассаже считали 
величину его инфекционного титра в соответ-
ствующем образце. Полученные результаты ис-
пользовали для анализа, целью которого явля-
лось определение наименьшего числа пассажей 
(L), после которого величина lgT статистически 
стабилизировалась (т.е. выполнялось условие, 
что lgTL ≈ lgTL+1). Логарифмическую величину ти-
тра (lgT) расcчитывали по формуле Спирмена-
Кербера в единицах ККИД50/см³.

Полученные результаты в виде оценок 
инфекционных титров вируса, установленных 
соответственно проведенным пассажам приве-
дены на рисунке 3.

Диаграмма, представленная на рисунке 
1, иллюстрирует возрастание инфекционного 
титра вируса в культуральной жидкости по мере 
увеличения количества проведенных пассажей. 
От начала процедуры адаптации до шестого пас-
сажа накопление вируса возросло более чем на 
3 порядка. Дальнейшие пассажи не обнаружили 
видимого увеличения показателей титра инфек-
ционного вируса.

Далее проводили последовательное пар-
ное сопоставление всех полученных оценок ти-
тров в неповторяющихся комбинациях, резуль-
таты которого представлены в таблице 1. 

Приведенные в таблице 1 результаты со-
поставления значений lg ‘T показывают, что 
(для принятого р=0,05) в интервале L1÷L3 до-
стоверного увеличения титра не происходило 
(lg’TL1=4,063 ≈ lg’TL3=4,692). Далее, до шестого 
пассажа, вирус демонстрировал интенсивный 
прирост титра (lg’TL6=7,333). Следующие пасса-
жи статистических изменений величины инфек-
ционного титра не показали.

Было сделано заключение, что вирус бе-
шенства штамма “RV-97” 6-го пассажа можно 
считать адаптированным к монослойной культу-
ре клеток ВНК-21/13.

Обсуждение
Для репродукции вируса бешенства ис-

пользование перевиваемых клеточных культур 
имеет большую значимость. Развитие систем 
клеточных культур для размножения вирусов 
привело к значительным успехам в разработке 
вирусных вакцин. Клеточная линия ВНК-21 яв-
ляется широко применяемой в отечественной 
практике и уже более 30 лет используется для 
производства вакцинных препаратов против ви-
руса бешенства для животных.

В доступной литературе не приведен ко-
личественный анализ процесса адаптации ви-
руса, позволяющий объективно оценить время 
(количество пассажей), необходимое для того, 
чтобы считать данный вирус адаптированным к 
заданной системе культивирования.

Проведено исследование по адаптации 
вакцинного штамма вируса бешенства “RV-97” в 
течение 8 последовательных пассажей к моно-
слойной сублинии культуры клеток ВНК-21/13 
Шведской линии с целью дальнейшего приме-
нения в научной и производственной практике. 
В результате определения существенности раз-
личий средних величин методом множествен-
ных сравнений Шеффе дали оценку логарифми-
ческим значениям инфекционных титров (lg ‘T, 
ККИД50/см3) вируcа бешенства штамма “RV-97” 
в монослойной культуре клеток ВНК-21 и по-
казали наименьшее числа пассажей (L), после 
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которого величина lgT статистически стабилизи-
ровалась.

Заключение
Определено наименьшее число пасса-

жей, при котором вирус бешенства штамм «RV-
97» является адаптированным к перевиваемой 
культуре клеток ВНК-21/13 Шведской сублинии 
на уровне 6 пассажа.

Установлено, что титр инфекционной ак-
тивности аттенуированного вируса бешенства 
штамма “RV-97” на уровне 6 пассажа составляет 
7,33±0,17 lg ККИД50/см3.
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ADAPTATION DYNAMICS OF THE RABIES VIRUS OF “RV-97” VACCINE STRAIN TO MONOLAYER VNK-21/13 CELL 
CULTURE

Shishkov A. V. Pyatkina A. A., Manin B. L.
FSBI “ARRIAH” Federal Center for Animal Health 600901,

Vladimir, Yuryevets md., tel. 8 (4922) 26-06-14, tel / fax 26-15-73, e-mail: mail@arriah.ru

Key words: adaptation, rabies, RV-97 strain, cell culture, VNK -21, infectious activity, cell culture infectious dose CCID50 / cm³.
The problem of rabies as one of the most dangerous zoonoses continues to be relevant almost all over the world. In development of a live vaccine, 

an important stage is to obtain an active component - a virus that retains the given phenotypic properties, pathogen cultivation system plays the main 
role. The aim of this work was to adapt the rabies virus of “RV-97” strain to the finite cell line of the Syrian hamster kidney (VNK -21/13) of the Swedish 
subline, as well as to carry out a comparative analysis of virus accumulation at different passages. The number of passages that need to be carried out 
for adaptation of RV-97 strain to the monolayer culture of VNK -21/13 cells was determined. We used a 2-day culture of VNK -21/13 cells in the phase 
of logarithmic growth (80-90% formation of a cell monolayer). VNK -21/13 cell culture grown as a monolayer in the wells of flat-bottomed plastic plates 
was used as a test system for infectious activity. A fluorescent label was used to indicate infected cells. It was determined that the smallest number of 
passages at which the rabies virus of “RV-97” strain is adapted to the finite cell culture of VNK -21/13 of the Swedish subline is the 6th passage level. It 
was found that the titer of infectious activity of attenuated rabies virus of “RV-97” strain at the 6th passage level is 7.33 ± 0.17 lg CCID50 / cm3.
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