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Бешенство – особо опасное острое инфекцион-
ное заболевание человека, теплокровных диких и до-
машних животных, которое вследствие абсолютной 
летальности представляет серьезную проблему совре-
менного здравоохранения [10]. Клинические проявле-
ния бешенства после контакта с подозрительным жи-
вотным возможно предупредить только при своевре-
менной иммунизации антирабической вакциной. При 
тяжелых укусах пострадавшему наряду с вакциной 
показано введение специфического иммуноглобулина 
[5]. В последнем случае предпочтение отдается им-
муноглобулину из сыворотки крови человека, однако 
данный препарат является достаточно дорогим и дефи-
цитным. Поэтому в России для постэкспозиционной 
профилактики бешенства широко используют антира-
бический иммуноглобулин (АИГ), получаемый из ло-
шадиной сыворотки. Единственным производителем 
АИГ на территории Российской Федерации является 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора. В 
процессе производства для иммунизации продуцен-
тов используют антиген, полученный на основе фик-
сированного вируса бешенства, репродуцированного 
в мозговой ткани кроликов. В настоящее время, в со-
ответствии с рекомендациями ВОЗ по исключению 
органо-тканевого антигена, актуальны исследования, 

направленные на использование культурального ра-
бического антигена [1, 2, 3]. Ранее нами была пока-
зана эффективность применения производственного 
штамма вируса бешенства «Москва 3253», репродуци-
рованного в биореакторе на клеточной культуре Vero, 
для получения экспериментальных образцов кроли-
чьего и лошадиного антирабического иммуноглобу-
лина [1, 2]. В условиях производства АИГ возникает 
необходимость сочетания возможности максимально-
го накопления вируса бешенства на клеточной культу-
ре и эффективности технологического обслуживания 
процесса культивирования. На наш взгляд, оптималь-
ным решением данной задачи является использование 
роллерного способа культивирования [6], при котором 
клеточный монослой располагается по всей внутрен-
ней цилиндрической поверхности горизонтально вра-
щающихся сосудов (роллерных бутылей) и периоди-
чески омывается питательной средой. Роллерный спо-
соб находит применение в производстве различных 
вакцин [4, 10], в том числе антирабических [7, 8].

Целью данного исследования явилось экспери-
ментальное обоснование условий масштабированно-
го культивирования клеток Vero и фиксированного 
вируса бешенства роллерным способом для приго-
товления рабического антигена.
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Материалы и методы

В работе использовали перевиваемую клеточ-
ную линию Vero, предварительно проверенную на 
отсутствие микоплазм [6], производственный штамм 
фиксированного вируса бешенства «Москва 3253», 
адаптированный к перевиваемой линии клеток Vero. 
Выращивание клеточной культуры осуществляли в 
CO2-инкубаторе (Sanyo) при 37 °С в атмосфере 5 % 
CO2 в культуральных флаконах с площадью поверх-
ности 25, 75 и 150 см2. Роллерное культивирование 
проводили в закрытых сосудах для культивирования 
клеточных культур с площадью поверхности 850 и 
1700 см2 с применением инкубатора Incudrive D-I 
(Германия). Для выращивания клеток Vero исполь-
зовали среду Игла МЕМ с добавлением 10 % сыво-
ротки крупного рогатого скота. Репродукцию вируса 
осуществляли на поддерживающей среде 199 с до-
бавлением человеческого сывороточного альбумина 
(ЧСА) или сыворотки КРС. Для промывания клеточ-
ного монослоя от остатков среды и продуктов об-
мена использовали раствор Дальбекко (DPBS). Для 
открепления клеток с ростовой поверхности приме-
няли раствор трипсина и версена в соотношении 1:2. 
Подсчет количества жизнеспособных клеток осу-
ществляли в камере Горяева. При работе учитывали 
сроки образования монослоя, морфологию клеток и 
индекс пролиферации (ИП) – отношение конечной 
концентрации клеток к исходной.

Эффективность репродукции исследуемого 
штамма вируса бешенства оценивали титрованием 
вируса на белых мышах [9], а также методом имму-
ноферментного анализа (ИФА) с использованием на-
бора для лабораторной диагностики вируса бешен-
ства (ФГУ «ФЦТРБ ВНИВИ», Казань). Постановку 
ИФА осуществляли в соответствии с инструкцией к 
набору. Учет ИФА проводили на спектрофотометре 
«Imark Biorad» при длине волны 490 нм. 

Результаты и обсуждение

Задачей первого этапа исследования явился поиск 
оптимальных параметров культивирования клеточной 
культуры Vero роллерным способом. При роллерном 
выращивании почти вся внутренняя поверхность рол-
лерных сосудов доступна для роста клеток, при этом в 
каждый момент времени со средой соприкасается толь-
ко часть поверхности монослоя. Таким образом, уро-

жай биомассы зависит от частоты вращения роллерных 
бутылей, а также от соотношения поверхности моно-
слоя к объему питательной среды. Частота вращения 
роллерных бутылей не должна быть слишком низкой, 
поскольку длительное нахождение клеток в газовой 
фазе ухудшает условия их питания. Слишком быстрое 
вращение может препятствовать прикреплению кле-
ток к стенкам роллерной бутыли. В результате экспе-
риментального выращивания показано (рисунок), что 
культивирование клеток Vero при частоте вращения ме-
нее 1,0 об./мин приводило к гибели клеток на 2-е и 3-и 
сутки; при частоте вращения более 1,5 об./мин имело 
место замедленное прикрепление клеток к поверхно-
сти бутыли, что оказывало негативное влияние на рост 
их популяции. На наш взгляд, оптимальным режимом 
является установка частоты вращения на уровне 0,3–
0,5 об./мин в первые 24 ч выращивания для прикрепле-
ния клеток к стенкам сосуда, затем частоту вращения 
следует увеличить до 1,0–1,5 об./мин для обеспечения 
оптимального режима питания и газообмена клеточ-
ной биомассы. При культивировании на роллерных 
бутылях с площадью поверхности 850 см2 достаточно 
200 мл ростовой среды. Соответственно, при исполь-
зовании роллерных бутылей с площадью поверхности 
1700 см2 необходимо 400 мл ростовой среды.

На следующем этапе осуществляли подбор усло-
вий культивирования производственного штамма 
вируса бешенства «Москва 3253» роллерным спо-
собом. В первой серии опытов оценивали влияние 
температуры культивирования и способа заражения 
клеточной культуры вирусом бешенства. Заражение 
клеток вирусом осуществляли как на клеточный мо-
нослой, сформированный на стенках роллерного со-
суда, так и в клеточную суспензию в дозе 0,1 LD50/кл. 
Культивирование вируса проводили в течение 96 ч 
при 32 и 37 °С. Результаты эксперимента представ-
лены в табл. 1.

Данные табл. 1 свидетельствуют, что наибольший 
выход вируса имеет место при заражении суспензии 
клеточной культуры и культивировании вируса при 
32 °С. Следует отметить, что при культивировании ви-
руса при 37 °С существует тенденция к уменьшению 
выхода целевого продукта, что, возможно, связано с 
частичной температурной инактивацией вируса.

Защиту от температурной инактивации обеспечи-
вают добавки поддерживающей среды: человеческий 
сывороточный альбумин или сыворотка крупного ро-
гатого скота [9]. В предыдущих экспериментах для 
культивирования вируса использовали поддержива-
ющую среду 199 с содержанием ЧСА 0,1 %. Следует 
отметить, что человеческий сывороточный альбумин 
является достаточно дорогостоящим компонентом, 
поэтому в следующей серии экспериментов оцени-
вали эффективность применения сыворотки КРС 
в различных концентрациях. При добавлении 1 % 
сыворотки КРС к среде 199 наблюдали накопление 
вируса бешенства в титре ИФА 1:64. Использование 
концентраций сыворотки КРС от 2 до 5 % приводило 
к увеличению титра до 1:256. Аналогичный резуль-
тат был получен при контрольном выращивании с 
использованием среды с 0,1 % ЧСА. Таким образом, 

Зависимость индекса пролиферации клеток Vero от частоты 
вращения роллерных сосудов. Культивирование клеток про-
водили в течение 96 ч. Начальная посевная концентрация 
(0,2±0,05)∙105 кл./мл
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экспериментальные данные обосновывают возмож-
ность замены ЧСА на сыворотку КРС в концентра-
ции не менее 2 %.

В следующей серии опытов проводили изучение 
накопления вируса в культуре клеток Vero в зависи-
мости от заражающей дозы и длительности культи-
вирования. Заражение осуществляли в суспензию 
клеток в дозе 0,01; 0,1; 1,0 LD50/кл. Культивирование 
проводили при 32 °С с использованием питательной 
среды 199 с 2 % содержанием сыворотки КРС в те-
чение 7 сут. Анализ выхода вирусной биомассы осу-
ществляли с 3-х суток культивирования. Результаты 
представлены в табл. 2.

Использование заражающей дозы 0,01 LD50/кл 
приводит к увеличению времени накопления вируса 
бешенства на 1–2 сут, чем при использовании доз от 
0,1 до 1,0 LD50/кл. При этом заражение клеток виру-
сом в дозе 0,1 LD50/кл является оптимальным, по-
скольку увеличение дозы заражения до 1,0 LD50/кл не 
способствовало заметному увеличению активности 
вируса в ИФА. Оптимальный срок инкубации вируса 
бешенства составил 4–5 сут при заражающей дозе от 
0,1 до 1,0 LD50/кл. Увеличение срока инкубации в не-
которых случаях способствовало снижению уровня 
накопления вируса бешенства, что можно объяснить 
частичной термической инактивацией. 

Учитывая результаты проведенных исследований, 
следует заключить, что роллерное культивирование 
штамма фиксированного вируса бешенства «Москва 
3253» в культуре клеток Vero следует осуществлять 
при температуре 32 °С в течение 4–5 сут при началь-
ной дозе заражения 0,1 LD50/кл c использованием под-
держивающей среды 199 с добавлением 0,1 % ЧСА 
либо 2 % сыворотки КРС. Полученная в результате 
культивирования биомасса может быть использована 
в качестве основы для приготовления иммунизирую-
щего материала с целью получения антирабического 
иммуноглобулина из сыворотки крови лошади.

Работа выполнена по Государственному кон-
тракту № 36-Д от 08.08.2013 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2014 гг.)».
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Таблица 1
Влияние способа заражения и температуры культивирования  

на уровень накопления вируса бешенства

Способ  
заражения

Температура  
культивирования, 

°С
Титр вируса  

в ИФА
Инфекционная ак-
тивность, LD50/кл.

Монослой 32 1:64 3,1±0,5
Монослой 37 1:64 2,9±0,3
Суспензия 32 1:256 4,6±0,3
Суспензия 37 1:128÷1:256 4,1±0,3

Таблица 2
Влияние дозы заражения и времени культивирования  

на уровень накопления вируса бешенства

Доза  
заражения

Титр вируса в ИФА  
в зависимости от срока культивирования, сут

3 4 5 6 7
0,01 1:32 1:32÷1:64 1:64 1:128 1:256
0,1 1:64 1:128 1:256÷1:512 1:128÷1:256 1:128÷1:256
1,0 1:64 1:128 1:256÷1:512 1:256 1:256


