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БЫСТРЫЙ КУЛЬТУРАЛЬНЫЙ МЕТОД 

ДЛЯ ИНДИКАЦИИ АНТИГЕНОВ ВИРУСА 

БЕШЕНСТВА В ИНФИЦИРОВАННЫХ 

КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУРАХ

И.П. Баркова, Ф.Г. Нагиева, В.Г. Никулина, А.Н. Лисаков

ФГБУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН, Москва, Россия

Резюме. Для индикации антигенов вируса бешенства в инфицированных клеточных культурах был усо-

вершенствован быстрый культуральный метод, позволяющий в течение 5 часов с момента инфицирования 

чувствительной клеточной культуры обнаружить антигены вируса бешенства. С этой целью мы использо-

вали вариант клеточной культуры BHK-F, чувствительный к вирусу бешенства, поликлональные антираби-

ческие иммуноглобулины, меченые ФИТЦ и прямой метод мембранной иммунофлюоресценции. Данный 

метод с использованием в качестве фиксатора инфицированных клеток двухкратного свежефильтрованного 

3% параформальдегида позволял выявлять ранние вирусные белки вируса бешенства.

Ключевые слова: вирус бешенства, инфицированные клетки, быстрый клеточный метод, параформальдегид.

Введение

Бешенство представляет собой острое не-

врологическое заболевание центральной нерв-

ной системы, вызываемое вирусом бешен-

ства, представителем рода Lyssavirus, семейства 

Rhabdoviridae. Вирус бешенства состоит из одно-

нитевой геномной РНК и 5 структурных белков: 

нуклеопротеина (N), фосфопротеина, связанно-

го с нуклеокапсидом (Р), матриксного белка (М), 

гликопротеина (G) и полимеразы (L) [8, 12, 14].

Передача вируса бешенства происходит, глав-

ным образом, путем контакта со слюной беше-

ного животного. Основными группами риска 

среди животных, которые передают бешенство, 

являются собаки, кошки, лисы, летучие мыши, 

еноты, скунсы, койоты, обезьяны и волки [6].

Обычно бешенство вызывает смертельное 

заболевание, характеризующееся тяжелой эн-

цефалопатией и генерализованным парезом, 

как у людей, так и у животных [9].

По данным ВОЗ ежегодно в мире от бешен-

ства умирает от 40 000 до 70 000 человек. Оно 

регистрируется на территории более 167 стран 

мира, где свыше 10 млн человек получают раз-

личные повреждения от животных и более 

4 млн человек — специфическую антирабичес-

кую помощь [13].

Ситуация по бешенству в Российской Феде-

рации также остается достаточно напряженной, 

отмечается рост неблагополучных пунктов, 

чему способствует интенсивная циркуляция 

вируса бешенства в дикой природе, высокая 

миграция животных, ежегодно отмечающееся 

вовлечение в эпизоотический процесс новых 

видов диких животных [2].

Основным резервуаром инфекции в дикой 

природе в настоящее время продолжает оста-

ваться лисица, увеличивается удельный вес 

волков и енотовидной собаки. Для человека 

важнейшим резервуаром вируса бешенства яв-

ляются собаки. В связи с тем, что бешенство 
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является летальной инфекцией и имеет важ-

ное социальное значение, необходима точная 

и свое временная диагностика этой болезни, 

особенно в случае опасности передачи бешен-

ства человеку, при этом очень важна прижиз-

ненная диагностика бешенства. Поставить 

прижизненный диагноз бешенства позволяет 

иммунофлюоресцентное окрашивание биопта-

тов кожи, мазков — отпечатков роговицы и маз-

ков слюны [3, 5].

Дизайн методов, применяемых в лабора-

торной диагностике бешенства, и выбор под-

ходящего метода быстрой диагностики осно-

вывается на знании репликации и антигенной 

структуры вируса бешенства [7].

Для изоляции вируса бешенства был разра-

ботан культуральный тест, успешно заменив-

ший тест заражения мышей в мозг. Авторами 

был создан культуральный тест с использова-

нием клеток ВНК-21 в специальной камере для 

культивирования клеток с получением конеч-

ного результата за 48 часов [10].

Цель нашей работы состоит в усовершен-

ствовании лабораторной диагностики раби-

ческой инфекции с использованием чувстви-

тельных клеточных культур и поликлональных 

флюоресцирующих антирабических иммуно-

глобулинов.

Материалы и методы
Культура клеток и питательные среды. Кле-

точная линия ВНК-21-F получена из коллекции 

ФГУ «ВГНКИ». Клеточные линии Vero, MDBK 

и MDCK поддерживались в нашей лаборатории. 

Клеточные линии Vero и MDBK культивирова-

ли в среде ДМЕМ с 2 мМ глутамина, 5% эмбрио-

нальной телячьей сыворотки и гентамицином 

40 мкг/мл, а клеточную линию ВНК-21-F в сре-

де RPMI-1640 с вышеуказанными добавками.

Вирусы. Пастеровский лабораторный штамм 

«CVS», изолированный от собаки, получен 

из ФГУ «ВГНКИ». Вакцинный штамм «НИ-

ИЗЖ» получен из ВНИИЗЖ (г. Владимир).

Быстрый культуральный метод (БКМ) в на-

шей модификации [1]. Клеточную культу-

ру BHK-21-F в концентрации 70 × 103 клеток 

на лунку засевали в ростовой среде RPMI-1640 

с 5% ЭТС и 40 мкг/мл гентамицина в объеме 

1 мл на 24-луночные планшеты. Через 24–

48 ч культивирования после формирования 

сплошного слоя клеток, монослой дважды 

промывали фосфатным буфером и в лунки 

вносили по 0,5 мл десятикратных разведений 

вируса бешенства в поддерживающей среде 

RPMI-1640 с 1% ЭТС и культивировали при 

34°С. На каждое разведение вируса использо-

вали по 3 лунки. Исходный титр вируса состав-

лял lg 8,0 IF50/0,5 мл. С 0 до 24 ч культивирования 

проводили детекцию вирусинфицированных 

клеток с помощью поликлональных антира-

бических флюоресцирующих иммуноглобу-

линов в прямой реакции мембранной имму-

нофлюоренценции (мИФ).

Для этой цели планшеты с инфицирован-

ными клеточными культурами замораживали–

оттаивали, содержимое лунок переносили 

в центрифужные пробирки и клетки осаждали 

при 1500 об/мин в течение 5 мин. По окончании 

центрифугирования надосадочную жидкость 

удаляли, а из осадка готовили мазки. Для это-

го по 5 мкл клеточного осадка распределяли 

на предметных обезжиренных стеклах, вы-

сушивали при комнатной температуре, фик-

сировали дважды свежефильтрованным 3% 

параформальдегидом в течение 20 мин при ком-

натной температуре, затем промывали водо-

проводной водой, подсушивали при комнатной 

температуре и окрашивали антирабическим 

ФИТЦ-конъюгатом. Окрашивание проводили 

во влажной камере при 36,5°С в течение 40 мин. 

Реакцию учитывали на флюоресцентном ми-

кроскопе «Optica» под иммерсией при х1000 

увеличении. Контролем служили неинфициро-

ванные клетки. В препаратах учитывали флюо-

ресцирующие фокусы в различные временные 

интервалы.

Результаты и обсуждение
Из литературы известно, что более 41 клеточ-

ной линии, включая первичные культуры кле-

ток, штаммы диплоидных клеток, гетероплоид-

ные клеточные линии и лейкоциты различного 

видового происхождения, чувствительны к ра-

бической инфекции [5, 11]. Из перевиваемых 

клеточных линий высокочувствительными 

к вирусу бешенства (ВБ) считаются клетки 

почки сирийского хомячка BHK-21, клон 13. 

В предварительных исследованиях нами была 

изучена чувствительность к вирусу бешенства 

4-х клеточных линий (ВНК-21-F, Vero, MDBK 

и MDCK) на различных пассажных уровнях. 

Детекцию вируса в инфицированных клеточ-

ных культурах оценивали в реакции прямой 

иммунофлюоресценции с иммунной сыворот-

кой собаки, конъюгированной с ФИТЦ.

Учитывая, что кинетика размножения ви-

руса бешенства в культуре клеток характери-

зуется одновременным накоплением как вну-

треннего, так и экстрацеллюлярного вируса, 

после сбора вируссодержащей жидкости (ВСЖ) 

с инфицированной клеточной поверхности мы 

разрушали клеточный монослой 3-кратным за-

мораживанием при –70°С и оттаиванием инфи-

цированных клеток, и обе фракции вирусного 

сбора объединяли. Титры вируса определяли 

на клетках, выращенных в 24-луночных план-

шетах (Costar, США) путем титрования ВСЖ 

методом предельных разведений на тех клеточ-

ных культурах, на которых проводили пассиро-

вание вируса. После завершения культивиро-
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вания при 34°С в течение 6–7 сут из клеточной 

взвеси каждого разведения готовили препараты 

на предметных стеклах и оценивали инфици-

рованность клеток в реакции прямой имму-

нофлюоресценции (ПИФ) с использованием 

поликлональных овечьих антирабических им-

муноглобулинов, меченных ФИТЦ (коммер-

ческий препарат получен из биокомбината 

г. Щелково).

В табл. 1 приведены результаты титрования. 

Результаты титрования показали, что наиболее 

чувствительными оказались клеточные линии 

ВНК-F и MDBK. Учитывая, что более воспро-

изводимые результаты титрования ВСЖ были 

получены на клеточной линии BHK-F, даль-

нейшие наши исследования проводили на этой 

клеточной линии.

В табл. 2 представлены результаты выявле-

ния антигенов вируса бешенства в клеточной 

культуре BHK-F, инфицированной различны-

ми дозами вируса, начиная с одной дозы и за-

вершая 10 000 в мИФ.

Как видим, из данных представленных 

в табл. 2, через 3 ч после инфицирования кле-

ток BHK-F ни с одной из зараженных доз вируса 

не было выявлено антигена ВБ. Через 5 ч с мо-

мента инфицирования при заражающей дозе 

вируса равной 10 дозам и больше в инфициро-

ванных клетках выявляли антиген ВБ. К 24 ч 

с момента инфицирования наблюдали степень 

увеличения антирабического антигена в клет-

ках при всех заражающих дозах, при этом цито-

патическое действие вируса на клеточных куль-

турах еще не проявлялось.

Таким образом, быстрый культуральный ме-

тод с использованием мИФ позволяет в течение 

5 часов с момента инфицирования чувствитель-

ных клеток ВНК-21-F установить этиологиче-

ский диагноз бешенства с высокой специфич-

ностью.

ТАБЛИЦА 1. ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР К РАЗЛИЧНЫМ ШТАММАМ ВИРУСА 

БЕШЕНСТВА В ПРЯМОЙ РЕАКЦИИ ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНЦИИИ

Штаммы вируса 

бешенства

Титр вируса в lg IF50/0,5 мл в клеточных культурах на различных пассажных уровнях 

(в скобках уровень пассажа)

BHK-F

(8–13)

MDBK

(4–10)

MDCK

(5–8)

Vero

(5–8)

CVS 6,5–8, 0 5,0–8,0 6,0–6,5 5,0–5,5

ВНИИЗЖ 7,5–8,0 5,5–7,0 6,0–6,5 5,0–5,5

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИГЕНА ВИРУСА БЕШЕНСТВА ШТАММА «CVS» ПРИ 

БЫСТРОМ КУЛЬТУРАЛЬНОМ МЕТОДЕ

Время 

инкубации 

(в часах)

Доза вируса в IF50/0,5 мл

1

(10–8)*

10

(10–7)

100

(10–6)

1000

(10–5)

10000

(10–4)

3 – – – – –

5 – + + + +

24 + + + + +

Контроль клеток – – – – –

Примечание: * в скобках указано разведения вируса; «–» — отсутствие антигена, «+» — наличие антигена.
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