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РЕЗУЛЬТАТЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА ИЗ ОБРАЗЦОВ  
БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ОТ ЖИВОТНЫХ  

НА КУЛЬТУРЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК 
 

Резюме 
Проведены исследования по выделению изолята коронавируса SARS-CoV-2. В результате выделен изо-

лят вируса SARS-CoV-2. 
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Summary 

Research has been carried out to isolate an isolate of the coronavirus SARS-CoV-2. As a result, an isolate of the 
SARS-CoV-2 virus was isolated. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Коронавирусы – семейство вирусов, 

содержащих в качестве генетического мате-
риала одноцепочечную (+) РНК со специ-
фическими гликопротеидными шипами во-
круг вирусного капсида, которые при элек-
тронном микроскопировании похожи на 
корону [1]. Семейство коронавирусов де-
лится на несколько подсемейств, включаю-
щих четыре рода (от альфа- до дельта-), ко-
торые потенциально патогенны для различ-
ных видов млекопитающих, включая чело-
века [2]. За последнее двадцатилетие, кроме 
ранее известных видов из семейства коро-
навирусов, патогенных для человека, вхо-
дящих в структуру сезонных вирусных ин-
фекций, были описаны новые патогенные 
виды: SARS-CoV, описанный в 2002 г., ко-
торый в 2002–2003 гг. явился причиной 
вспышки атипичной пневмонии в Китае; 
MERS-CoV, который в 2012 г. вызвал 
вспышку ближневосточного респираторно-
го синдрома в Саудовской Аравии и в     
2015 г. – в Южной Корее (MERS) и новый 
коронавирус SARS-CoV-2, который вызвал 
вспышку  болезни,  названной COVID-19, в  

китайской провинции Ухань, переросшей в 
глобальную пандемию [3]. Достаточно вы-
сокая степень передачи нового коронави-
руса (средний индекс репродукции 2.2) и 
потенциальная тяжесть последствий респи-
раторного заболевания, вызываемого дан-
ным вирусом, превратили его в главней-
шую медицинскую проблему 2020 г. [1, 4]. 

С первых случаев заражения челове-
ка SARS-CoV-2 до сегодняшнего времени 
в мире зафиксировано более 704 753 890 
случаев, 7 010 681 человек погибло. Суще-
ствуют сведения, как влияет вирус        
SARS-CoV-2 на домашних, сельскохозяй-
ственных и диких животных. Анализ ли-
тературных источников показал, что до-
машние кошки и собаки инфицируются        
SARS-CoV-2, но остаются бессимптомны-
ми вирусоносителями или же у них разви-
ваются легкие клинические признаки забо-
левания. Норки и хорьки также восприим-
чивы к заболеванию, и у норки может раз-
виваться смертельное заболевание, а вирус 
может передаваться от норок к человеку и 
наоборот [5]. 
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Целью исследования является выде-
ление изолятов вируса SARS-CoV-2 на пе-
ревиваемой культуре клеток из образцов 
биологического материала от норок, под-
тверждение методом ПЦР наличия антиге-
на вируса SARS-CoV-2 от павших норок, 
адаптация к перевиваемым культурам кле-
ток млекопитающих, закладка изолятов на 
хранение.  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования являются 

изоляты вируса SARS-CoV-2, полученные 
из биологического материала норок (селе-
зенка, легкое): проба № 1 – вх. 3947 и      
проба № 5 – вх. 3948, отобранного от пав-
ших животных в УП «Молодеченское зве-
рохозяйство Белкоопсоюза», подтвержден-
ные в ПЦР на наличие антигена вируса 
SARS-CoV-2. 

Культура клеток почки африканской 
зеленой мартышки Vero E6 (ТУ BY 
100558032.273-2014, изм. 1) была получена 
из коллекции культур клеток Федерального 
государственного бюджетного учреждения 
«Научно-исследовательский институт виру-
сологии им. Д.И. Ивановского» (г. Москва) 
и хранилась в криохранилище с жидким 
азотом. 

Для выделения изолятов вируса 
SARS-CoV-2 использовали образцы биоло-
гического материала от животных, положи-
тельные на наличие РНК SARS-CoV-2. Об-
разцы патологического материала (10–20%-
ная суспензия легких и селезенки на фос-
фатно-буферном растворе pH 7.4) в объеме 
1,0 мл предварительно пропускали через 
фильтр с диаметром пор 0,22 мкм, на ад-
сорбцию брали 700,0 мкл суспензии из рас-
чета площади культурального флакона   
25,0 см2. Адсорбцию проводили в течение  
1 часа при температуре +37 °С. Далее вно-
сили среду поддержки (DMEM +2%-ная 
сыворотка эмбрионов коров (СЭК). Флако-
ны инкубировали от 3 до 5 суток до появле-
ния цитопатического действия (ЦПД), по-
сле этого проводили два цикла заморажива-
ния-оттаивания, клеточную суспензию цен-
трифугировали при 6 тыс. об/мин. при тем-
пературе +4 °С в течение 15 мин. Вируссо-
держащую культуральную жидкость анали-
зировали методом ОТ-ПЦР на наличие 
РНК SARS-CoV-2 и использовали в крат-
ных разведениях для последующих пас-
сажей.  

Выделение вирусной РНК для иссле-
дования методом ОТ-ПЦР проводили с 
использованием коммерческого набора 
реагентов для одновременного выделения 
ДНК и РНК из биологического материала 
методом преципитации «НК ЭКСТРА» 
производства РНПЦ эпидемиологии и 
микробиологии. 

Постановку обратной транскрип-
ции на матрице РНК проводили с исполь-
зованием набора реагентов для постановки 
реакции обратной транскрипции РНК 
«РЕВЕРТАЗА – М-MuLV-50» производ-
ства РНПЦ эпидемиологии и микробио-
логии. 

Постановку ПЦР проводили с ис-
пользованием набора реагентов для выяв-
ления РНК коронавирусов SARS-CoV-2 и 
подобных SARS-CoV-2 методом обратной 
транскрипции и полимеразной цепной ре-
акции в режиме реального времени    
«SARS-CoV-2/SARS-CoV» (ДНК-техноло-
гия, Российская Федерация), тест-системы 
«АртТест COVID-19» (АртБиоТех, Бела-
русь), набора реагентов «COVID-19-
скрин» для выявления генетического мате-
риала коронавируса SARS-CоV-2 методом 
ПЦР в режиме реального времени (РНПЦ 
эпидемиологии и микробиологии). 

Определение инфекционной актив-
ности вируса проводили по TCID50, расчет 
титров вируса осуществляли по методу, 
предложенному Spearman-Kerber [5].  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

По имеющимcя литературным дан-
ным, для культивирования вируса SARS-
CoV была эффективно использована кле-
точная линия Vero E6. Эта же клеточная 
линия эффективно использована и для вы-
деления SARS-CoV-2. В связи с этим для 
выделения изолятов вируса SARS-CoV-2 
нами была использована культура клеток 
почки африканской зеленой мартышки 
Vero E6. Для выделения вируса использо-
вали культуральные флаконы площадью 
25,0 см2, содержащие суточную культуру 
клеток с 80–90%-ным монослоем клеток. 
После проведения адсорбции в течение 
часа вносили среду поддержки ДМЕМ, со-
держащую гентамицин и 2%-ную СЭК.    
На 3-4-е сутки наблюдали эффект так 
называемого цитопатического действия, 
визуализируемого в виде потери клетка-  
ми  способности  закрепляться  к  пластику  



 

 

ЭПИЗООТОЛОГИЯ 

10                              Эпизоотология Иммунобиология Фармакология Санитария                                 1/2024 

флакона, принятием ими шаровидной фор-
мы, отделением от пластика флакона и сво-
бодным плаванием в культуральной жидко-
сти по сравнению с контролем. На рисунке 
1 представлены результаты ЦПД для кле-
ток, инокулированных различным исход-
ным материалом. 

Из представленного рисунка видно, 
что для клеток, инокулированных образца-
ми № 1/3947 (б) – патологический материал 
от павших норок (селезенка), третьи сутки 
инкубации, и № 5/3948 (в) – биологический 
материал от норок (легкое), четвертые сут-
ки инкубации, наблюдается выраженный 
цитопатический  эффект  по  сравнению с  

контролем (а). По достижению ЦПД 70– 
80 % флаконы с клетками двукратно замо-
раживали-оттаивали для увеличения выхо-
да вирусных частиц в среду, затем клеточ-
ный дебрис удаляли центрифугированием, 
вируссодержащую культуральную жид-
кость использовали для последующих пас-
сажей. Всего таким образом было выделе-
но 2 изолята, и для каждого из них прове-
дено по 10 последовательных пассажей, 
наличие РНК вируса SARS-CoV-2 для каж-
дого пассажа подтверждалось приготовле-
нием кратных разведений от 10-2 до 10-7 с 
последующим выделением РНК и поста-
новкой ОТ-ПЦР.  

а – контроль Vero E6; б – Vero E6 / образец 3947, в – Vero E6 / образец 3948 
 

Рисунок 1 – Результаты ЦПД для клеток, инокулированных  
различным исходным материалом 

а  

в  б  

Определение инфекционной актив-
ности вируса по ЦПД проводили микроме-
тодом на 96-луночных культуральных 
планшетах (Costar) с клетками Vero E6 
(посевная доза 15000–18000 на лунку) для 
определения титра вируса нескольких об-
разцов с использованием не менее четырех 
параллельных рядов. 

Для титрования вируса на 96-лу-
ночных культуральных планшетах готови-
ли 10-кратные его разведения (от 10-1        
до 10-7) на поддерживающей среде ДМЕМ, 
содержащей 2%-ную эмбриональтную те-
лячью сыворотку (ЭТС) + 0,24 мг/мл ген-
тамицина. Каждым разведением вируса 
заражали по четыре лунки. Из каждой лун- 

ки с культурой удаляли ростовую среду и 
вносили по 0,2 мл соответствующего раз-
ведения вируса. В качестве контроля ис-
пользовали четыре лунки со сформировав-
шимся клеточным монослоем. Подготов-
ленный планшет помещали в СО2-инку-
батор при температуре 37 °С и 5 % СО2. 
Результаты титрования учитывали в тече-
ние 4–7 суток инкубирования по проявле-
нию  цитопатического действия. Инфекци- 
онный титр вируса выражали в TCID50  
(50%-ная тканевая цитопатическая доза) и 
рассчитывали по методу Кербера. 

На рисунке 2 представлены резуль-
таты изменения титров вируса на протяже-
нии десяти последовательных пассажей. 
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Рисунок 2 – Изменение титров вируса на протяжении  
десяти последовательных пассажей 

Как видно из рисунка 2, наибольшие 
титры вируса достигались к пятому-
шестому пассажу и составляли 6,5–6,7 для 
изолята № 1/3947 и 5,7–5,8 – для изолята  
№ 5/3948. Соответственно, для последующе-
го накопления биомассы вируса с целью 
дальнейшего накопления вирусного антиге-
на был использован изолят № 1/3947 (шес-
той пассаж) с максимальным титром вируса.  

Изолят коронавируса SARS-CoV-2 
№ 1/3947 был выбран в качестве кандидат-
ного штамма для получения инактивиро-
ванного вирусного антигена. Для данного 
изолята были выполнены работы по накоп-
лению вируса (вируссодержащая культу-
ральная жидкость) в культуре клеток Vero 
E6, проведена его инактивация, осуществ-
лена проверка полноты инактивации. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведены исследования по выделе-
нию изолятов вируса SARS-CoV-2 на  пере- 

виваемой культуре клеток Vero E6 из об-
разцов биологического материала от жи-
вотных, подтвержденные методом ПЦР на 
наличие антигена вируса SARS-CoV-2 от 
павших норок, выделены 2 пробы (проба 
№ 1/3947 и № 5/3948). 

Выделенные изоляты успешно адап-
тированы к перевиваемым культурам кле-
ток млекопитающих. Определены опти-
мальные параметры культивирования ви-
руса. Для каждого изолята выполнено по 
10 последовательных пассажей и опреде-
лена динамика изменения титров вируса в 
зависимости от пассажа. Титры вируса к 
пятому-шестому пассажу были достаточно 
высокими, а изоляты – пригодными для 
изготовления биопрепаратов. Лучшим для 
накопления вирусного антигена был изо-
лят № 1/3947. 

Осуществлена закладка изолятов      
№ 1/3947 и № 5/3948 на криохранение. 
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