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Представлены результаты изучения средств 
подавления персистентной инфекции, вызванной 
нецитопатогенным биотипом возбудителя вирус-
ной диареи крупного рогатого скота. Показано, 
что широко распространенный во всем мире в 
популяции крупного рогатого скота возбудитель 
болезни может служить первопричиной развития 
патологии органов дыхания и воспроизводства 
и способен вызывать персистентную форму ин-
фекции у животных. Вирус может контаминиро-
вать эмбриональную сыворотку, культуры клеток, 
трипсин и другие биологические препараты, что 
приводит к снижению качества биотехнологи-
ческой продукции, производимой с их использо-
ванием, и распространению вируса в популяции 
восприимчивых животных. Исследования про-
ведены на модели перевиваемой культуры кле-
ток коронарных сосудов теленка, персистентно 
инфицированной нецитопатогенным биотипом 
вируса вирусной диареи крупного рогатого скота. 
Изучено противовирусное действие двух коммер-
ческих  препаратов Рибавирин-липинт и Реафе-
рон-ЕС-липинт. Эффективность противовирус-
ной обработки инфицированной культуры клеток 
определяли методом полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией в двух вариантах:  
электрофорезном  и  в режиме реального време-
ни. Установлено, что изучаемые препараты в до-
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The paper presents results of research into the 
means of inhibiting persistent infection caused by 
noncytopathic biotype of bovine viral diarrhea vi-
rus. It was shown that bovine viral diarrhea virus, 
widespread in the cattle population in the whole 
world, can be a primary cause of pathology devel-
opment of the respiratory and reproductive organs, 
and can cause a persistent form of infection in ani-
mals. The virus can contaminate fetal serum, cell 
cultures, trypsin, and other biological products, 
which leads to a decrease in the quality of biotech 
products from these materials and the spread of bo-
vine viral diarrhea virus in a population of suscep-
tible animals. The study was done on the model of 
a continuous calf coronary cell culture persistently 
infected with the noncytopathic biotype of the bo-
vine viral diarrhea virus. The antiviral effect of two 
commercial preparations Ribavirin-Lipint and Re-
aferon-EC-Lipint was studied. The effectiveness 
of antiviral treatment of the infected cell culture 
was determined by the reverse transcription poly-
merase chain reaction, carried out in two versions: 
with electrophoresis and in real-time mode. It was 
found that these drugs in doses of 0.05 mg / ml and 
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ВВЕДЕНИЕ

Вирусная диарея крупного рогатого ско-
та (ВД КРС) широко распространена во 
всем мире [1], в том числе и в России [2–4]. 
Вирус ВД КРС представлен двумя биоти-
пами – цитопатогенным (ЦП) и нецитопа-
тогенным (НЦП), наиболее распространен-
ным в природе, который может вызывать 
персистентную инфекцию (ПИ) при зараже-
нии плода на 40–125-е сутки внутриутроб-
ного развития. В данный период иммунная 
система телят еще не сформирована [1]. У 
таких животных, начиная с внутриутробно-
го развития, отмечается высокая концент-
рация вируса в крови. Это приводит к рож-
дению иммунотолерантных телят, которые 
служат постоянными источниками патогена 
для неиммунных животных, выделяя его 
в течение всей жизни со всеми секретами 
и экскретами организма. Нецитопатоген-
ный биотип вируса ВД КРС часто является 
контаминантом биологических продуктов. 
Использование в работе инфицированных 
этим биотипом вируса культур клеток мо-
жет служить причиной ложных результатов 
диагностических исследований. Живые и 
инактивированные противовирусные вак-
цины, изготовленные при использовании 
таких культур клеток, могут быть потен-
циальным источником вируса ВД КРС для 
восприимчивых животных [5, 6]. 

В литературе описано много соединений 
с установленной противовирусной актив-

ностью в отношении вируса ВД КРС in vitro, 
однако исследования с целью определения 
возможности их применения для устране-
ния контаминации культур клеток и устра-
нения персистентной формы инфекции но-
сят ограниченный характер. Исследования 
инфицированных вирусом ВД КРС in vitro 
культур клеток показали, что ЦП штаммы 
индуцируют выработку интерферона аль-
фа (ИФН-α), в то время как НЦП штаммы 
вируса ВД КРС такой способностью не об-
ладают [7]. Установлено, что НЦП штаммы 
вируса ингибируют индукцию эндогенного 
интерферона другими вирусами [8]. Тем не 
менее установлено, что экзогенный ИФН-α 
ингибирует репликацию как ЦП, так и НЦП 
штаммов вируса ВД КРС в культуре клеток 
[9, 10]. Ароматические катионные молекулы 
успешно применяли для устранения конта-
минации НЦП вирусом ВД КРС первичных 
клеточных линий [11, 12]. Некоторые иссле-
дователи установили синергетический про-
тивовирусный эффект при одновременном 
использовании рибавирина и ИФН-α для 
этих целей [13, 14]. Хорошие результаты 
получены при одновременном применении 
двух препаратов (Рибавирин и ИНФ-α) для 
устранения контаминации культур клеток 
вирусом ВД КРС и производных иминоса-
харов. Исследователям удалось установить 
снижение вирусной нагрузки в культуре 
клеток после обработки этими препаратами. 
При одновременном применении препара-

зах 0,05 мг/мл и 30 000 МЕ/мл соответственно 
при добавлении к ростовой питательной среде на 
протяжении 24 последовательных пассажей при-
водили  к снижению инфекционной активности 
вируса вирусной диареи крупного рогатого скота 
в культуре клеток, но не освобождали ее полно-
стью от персистентной инфекции нецитопатоген-
ным биотипом вируса. Применение противови-
русных препаратов – один из способов снижения 
экономических потерь, связанных с контамина-
цией биологических препаратов, использованием 
персистентно инфицированных животных для 
племенных целей, ограничениями в международ-
ной торговле животными.

Ключевые слова: вирусная диарея, крупный 
рогатый скот, персистентная форма инфекции, 
противовирусная активность, тканевая цитопато-
генная доза, противовирусные препараты

30000 IU / ml, respectively, when added to growth 
medium for 24 consecutive passages, led to a de-
crease in the infectious activity of the bovine viral 
diarrhea virus in the cell culture, but did not cure it 
completely from the persistent infection caused by 
the noncytopathic biotype of the virus. Application 
of antiviral drugs is one of the ways to decrease eco-
nomic losses caused by biological product contami-
nation, the use of persistently infected animals for 
pedigree purposes and restrictions in international 
cattle trade.    

Keywords: bovine viral diarrhea, persistent in-
fection, antiviral activity, tissue cytopathic dose, 
antiviral drugs
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тов Рибавирин  в дозе 0,02 мг/мл и ИНФ-α 
(100 МЕ/мл) регистрировали выраженный 
противовирусный эффект, который сопро-
вождался снижением количества вирусной 
РНК (вРНК) в образцах супернатанта об-
работанной культуры клеток до уровней, 
не выявляемых методом полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) уже после второго пассажа [15]. 

Цель исследований – разработать способ 
борьбы с персистентной инфекцией на моде-
ли перевиваемой культуры клеток коронар-
ных сосудов теленка, инфицированной неци-
топатогенным биотипом вируса ВД КРС.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В работе использовали перевиваемую 
культуру клеток коронарных сосудов теле-
нка (КСТ), цитопатогенный (ЦП) штамм 
ВК-1 и нецитопатогенный (НЦП) штамм 
Бор вируса ВД КРС из коллекции вирусов 
лаборатории биотехнологии – диагности-
ческий центр. Культивирование культуры 
клеток КСТ проводили во флаконах для 
клеточных культур с площадью роста 25 и 
75 см2  и в культуральных 96-луночных план-
шетах (Techno Plastic Products, Швейцария). 
В качестве ростовой среды использовали 
питательную среду Игла МЕМ с L-глута-
мином (ООО «БиолоТ», Россия) и добав-
лением 5–10% эмбриональной сыворотки 
крови теленка (Fetal Bovine serum Standard 
Quality; PAA Laboratories GmbH, Austria; Lot 
№ А10112-0130) и 0,002% антибактериаль-
ного препарата Канамицин (ООО «Биохи-
мик», Россия). В качестве поддерживающей 
среды использовали ту же среду, но без до-
бавления эмбриональной сыворотки. Пе-
ресев культуры клеток осуществляли с ис-
пользованием 0,01%-го раствора химопсина 
(ООО «Самсон-Мед», Россия) в 0,02%-м 
растворе Версена (ООО «БиолоТ», Россия). 
В качестве противовирусных соединений 
применяли коммерческие доступные препа-
раты производства ЗАО «Вектор-Медика» 
(Россия): Рибавирин-липинт (серия 110315); 
Реаферон-ЕС-липинт (серия 33) с уста-
новленной ранее противовирусной актив-

ностью в отношении ЦП вируса ВД КРС1. 
Выбор препаратов рибавирин и реаферон в 
липосомальной форме обусловлен их мень-
шей токсичностью в сравнении с этими же 
препаратами в обычной форме [16].

Перед проведением исследований исход-
ную перевиваемую культуру клеток КСТ, а 
также химопсин и эмбриональную сыворот-
ку крови, используемые в работе,  тестиро-
вали методом ОТ-ПЦР для исключения воз-
можной контаминации нецитопатогенным 
биотипом вируса ВД КРС. Затем культуру 
клеток инфицировали НЦП штаммом ви-
руса ВД КРС. Для этого из культурального 
флакона с хорошо сформированным 48-ча-
совым монослоем культуры клеток КСТ уда-
ляли ростовую среду, добавляли питатель-
ную среду и 0,5 мл суспензии, содержащей 
штамм Бор НЦП вируса ВД КРС. Инфици-
рованную таким образом культуру клеток 
инкубировали при 37 оС в течение 20 после-
довательных пассажей, и вновь тестировали 
методом ОТ-ПЦР для подтверждения при-
сутствия вируса в культуре клеток.

Противовирусные препараты разводили 
стерильным физиологическим раствором  
непосредственно перед использованием. 
При каждом последовательном пересеве ин-
фицированной культуры клеток КСТ препа-
раты добавляли к ростовой питательной сре-
де в максимальной переносимой концентра-
ции (МПК). В этих условиях культивировали 
культуру клеток в течение двух суток, после 
чего осуществляли ее пересев. Таким обра-
зом, препараты в МПК оказывали свое дейст-
вие на инфицированную вирусом культуру 
клеток весь цикл ее развития. При каждом 
пассаже отбирали образцы культуры клеток 
КСТ, хранили их при температуре минус 
70 оС до исследования в ОТ-ЦЦР. Препараты 
вносили в  ростовую питательную среду  на 
протяжении 12, 18 и 24 последовательных ее 
пересевов, после чего культуру клеток про-
должали культивировать в обычных услови-
ях, используя ростовую питательную среду 
без препаратов еще в течение  18 пассажей. 
Контроль эффективности противовирусной 
обработки инфицированной НЦП вирусом 

1Глотова Т.И. Инфекционный ринотрахеит и вирусная диарея крупного рогатого скота (диагностика, молекулярно-
биологические свойства возбудителей, эффективность противовирусных препаратов): автореф. дис. … д-ра биол. наук: 
16. 00. 03. Новосибирск. 2006. 320 с.
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ВД КРС культуры клеток КСТ осуществля-
ли посредством выборочного исследования  
образцов 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 и 24 пасса-
жей. В качестве положительного контроль-
ного образца использовали ЦП штамм ВК-1 
вируса ВД КРС с исходной инфекционной 
активностью 6,67 ± 0,08 log10 ТЦД50/мл, от-
рицательного – исходную культуру клеток 
КСТ, неинфицированную вирусом ВД КРС. 
Титр ЦП вируса ВД КРС определяли путем 
титрования вируссодержащей суспензии в 
96-луночных культуральных планшетах с 
использованием двухсуточного монослоя 
клеток КСТ. Все исследования проводили 
в трех повторах. Относительную вирусную 
нагрузку, обусловленную НЦП вирусом ВД 
КРС, в образцах определяли пороговым ме-
тодом сравнения графиков накопления про-
дукта реакции [17].

Полученные в результате исследования 
данные обрабатывали в соответствии с об-
щепринятыми методами2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования перевиваемой 
культуры клеток КСТ и используемых в 
работе серий химопсина и эмбриональной 
сыворотки крови методом ОТ-ПЦР свиде-
тельствовали об отсутствии их контамина-
ции нецитопатогенным биотипом вируса 
ВД КРС. Пестивирусы, в том числе вирус 
ВД КРС, можно разделить на два биотипа в 
зависимости от их влияния на культивируе-
мые клетки. Цитопатогенный вариант унич-
тожает инфицированные клетки, тогда как 
нецитопатогенный биотип реплицируется 
без видимого повреждения клеток хозяина.  
Описан случай получения стабильной ли-
нии культуры клеток MDBK (почки телен-
ка), которая содержала часть клеток, пос-
тоянно инфицированных НЦП вирусом ВД 
КРС. Количество инфицированных вирусом 
клеток в этой культуре обычно составляло от 
30 до 50%. Этот уровень инфицированности 
клеток не повышался и не снижался в тече-
ние последовательных ее пересевов [18]. 

В исследованиях использовали перевива-
емую линию культуры клеток КСТ,  которую 
инфицировали суспензией НЦП штамма Бор 
вируса ВД КРС и культивировали в течение 

20 последовательных пассажей. Результаты 
световой микроскопии в инвертированном 
микроскопе не выявили видимых изменений 
в состоянии ее монослоя (см. рис. 1). 

После 20 пассажей, которые позволили 
вирусу установить инфекцию в перевивае-
мой культуре клеток КСТ, проверено нали-
чие вирусной РНК (вРНК) в супернатанте  
методом ОТ-ПЦР. В результате обнаружен 

2Закс Л. Статистическое оценивание. М.: Статистика, 1976. 598 с.

а

б

Рис. 1. Перевиваемая линия культуры клеток 
коронарных сосудов теленка. Увеличение мик-
роскопа 1000
а – неинфицированная, б – инфицированная нецито-
патогенным штаммом Бор вируса ВД КРС
Fig. 1. Continuous line of calf coronary cell 
culture. Microscope magnifi cation 1000
a – uninfected, б – infected with noncytopathic Bor 
strain of BVDV virus
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продукт кДНК ожидаемого размера, что 
указывало на успешное заражение НЦП 
штаммом Бор вируса ВД КРС тестируемой 
культуры клеток. Установлено, что инфек-
ция была постоянной, так как уровень вРНК 
во всех 20 последовательных клеточных пе-
ресевах был под контролем. В дальнейшем 
эту культуру клеток использовали для изу-
чения противовирусной активности в отно-
шении НЦП биотипа вируса ВД КРС ком-
плексного использования двух препаратов 
Реаферон-ЕС-липинт и Рибавирин-липинт. 
Максимально переносимые концентрации 
(МПК) у препаратов Реаферон-ЕС-липинт 
и Рибавирин-липинт для культуры клеток 
КСТ были определены ранее. Они состави-
ли 0,05 мг/мл для Рибавирина-липинта  и 
30 000 МЕ/мл для Реаферона-ЕС-липинта 
(см. сноску 1).

 Оба препарата разводили физиологи-
ческим раствором непосредственно перед 
использованием и добавляли к ростовой 
питательной среде, которую использовали 
вместо обычной при пересеве инфицирован-
ной вирусом ВД КРС культуры клеток КСТ. 
Культуру клеток пересевали через каждые 
72 ч. При каждом пассаже отбирали образцы 
культуры клеток и хранили их при темпера-
туре минус 70 оС до исследования методом 
ОТ-ПЦР. Препараты добавляли к ростовой 
питательной среде  на протяжении 12, 18 и 
24 последовательных пассажей. Затем куль-
туру клеток продолжали культивировать в 
обычных условиях, используя ростовую пи-
тательную среду без тестируемых препара-
тов на протяжении 18 пересевов. 

Результаты ОТ-ПЦР с проведением элек-
трофореза показали, что все отобранные в 
ходе эксперимента пробы инфицированной  
культуры клеток  КСТ  содержали РНК ви-
руса ВД КРС. Затем было выбрано 8 образ-
цов (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 и 24 пассажей), об-
работанных препаратами культуры клеток, 
которые исследовали методом ОТ-ПЦР в 
режиме реального времени. Дополнительно 
исследовали образец культуры клеток 18-го 
пересева без обработки препаратами. 

Ранее была установлена противовирусная 
активность интерферона ά в отношении ЦП 
и НЦП штаммов вируса ВД КРС. Определе-

на доза препарата 103 Ед/мл, эффективная 
для подавления репликации вируса [10].

Результаты исследования представлены 
на рис. 2.

При одновременной обработке инфициро-
ванной НЦП биотипом вируса ВД КРС куль-
туры клеток препаратами Рибавирин-липинт 
и Реаферон-ЕС-липинт (в концентрациях 
0,05 мг/мл и 30 000 МЕ/мл соответственно) 
титр вируса ВД КРС постепенно снижался 
(см. рис. 2). Несмотря на это, концентрация 
вируса в пробах культуры клеток оставалась 
высокой даже после 12 пассажей с препа-
ратами и составляла 3,75 log10ТЦД50/мл, что 
не соответствует данным других авторов, 
которые отмечали снижение титра вируса 
ниже значений, выявляемых в ОТ-ПЦР пос-
ле двух пассажей с препаратами Рибавирин 
и ИНФ-α [15]. Различие результатов может 
быть связано с использованием препаратов 
разных производителей. Это может быть 
обусловлено  также штаммовыми различи-
ями биологических свойств (устойчивость к 
действию противовирусных препаратов) ви-
руса, которые были взяты для эксперимента. 
Необходимо также учитывать тот факт, что 
авторы статьи в работе исследовали только 
супернатант культуры клеток, что позволило 
оценить снижение инфекционной активнос-
ти  лишь внеклеточной формы вируса. Для 

Рис. 2. Титр вируса (log10ТЦД50/мл) в пробах 
инфицированной культуры клеток КСТ после 
обработки препаратами Рибавирин-липинт и 
Реаферон-ЕС-липинт
Fig. 2. Viral titre (log10 TCID50/ml) in tests of 
infected calf coronary cell culture after treatment 
with Ribavirin-Lipint and Reaferon-EC-Lipint
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осуществления контроля  вне- и внутрикле-
точной форм вируса ВД КРС определяли от-
носительную вирусную нагрузку одновремен-
но в супернатанте и в самой культуре клеток. 
Максимальное снижение титра вируса наблю-
дали к 24-му пассажу, после которого титр его 
составил 0,95 log10ТЦД50/0,1 мл. Однако иссле-
дования образцов культуры клеток после ее 
дальнейшего культивирования без препара-
тов свидетельствовали о том, что НЦП ви-
рус ВД КРС в ней активно размножался.

Контроль противовирусной эффектив-
ности обработки инфицированной культу-
ры клеток методом ОТ-ПЦР, проведенный в 
электрофорезном варианте, так и в режиме 
реального времени, свидетельствовал о том, 
что  применение препаратов Рибавирин-ли-
пинт и Реаферон-ЕС-липинт на протяжении 
24 пассажей привело к значительному сни-
жению титра вируса ВД КРС, но не  к устра-
нению персистентной инфекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение препаратов Рибавирин-ли-
пинт и Реаферон-ЕС-липинт позволяет сни-
зить вирусную нагрузку на культуру клеток 
(титр вируса в инфицированной культуре 
клеток), что выражается в снижении сек-
ретируемой вРНК  в культуральных супер-
натантах после 24 серийных пассажей. Это 
снижение зависело от продолжительности 
обработки инфицированной НЦП виру-
сом ВД КРС культуры клеток. Применение 
этих препаратов не привело к устранению 
персистентной инфекции НЦП вирусом ВД 
КРС, установленной в культуре клеток КСТ.

Предложенная модель клеточной культу-
ры может  быть использована для  дальней-
шего изучения противовирусной активнос-
ти новых химических соединений с целью 
поиска эффективного способа борьбы с пер-
систентной инфекцией, вызванной НЦП ви-
руса ВД КРС.
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