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Введение. Культуры клеток летучих мышей являются востребованной моделью как для изоляции вирусов 
трансмиссивных болезней, так и для оценки возможной роли данных видов млекопитающих в формирова-
нии природных резервуаров переносчиков возбудителей арбовирусных инфекций. 
Цель исследования. Получение и характеристика штаммов диплоидных клеток лёгкого летучей мыши 
Pipistrellus pipistrellus, оценка их пермиссивности к вирусам блютанга, африканской чумы лошадей (АЧЛ), 
эпизоотической геморрагической болезни оленей (ЭГБО).
Материалы и методы. Культуры клеток лёгкого нетопыря-карлика получали методом стандартной фер-
ментативной дезагрегации ткани доноров и селекцией клеток по адгезивным свойствам. Биологические 
свойства штаммов клеток изучены цитологическими, кариологическими методами. Пермиссивность культур 
клеток определяли к орбивирусам блютанга, АЧЛ, ЭГБО.
Результаты. Диплоидные штаммы клеток (эпителиоподобного и фибробластоподобного типа), сохраня-
ющие цитоморфологические характеристики и стабильность кариотипа, получены из ткани лёгкого нето-
пыря-карлика Pipistrellus pipistrellus. Установлена их пермиссивность к вирусам рода Orbivirus семейства 
Reoviridae возбудителям трансмиссивных заболеваний животных. Паспортизированные штаммы диплоид-
ных клеток чувствительны к орбивирусам блютанга, АЧЛ, ЭГБО. Инфекционная активность вирусов в эпи-
телиоподобной культуре клеток соответствовала активности в референтных культурах Vero и CV-1. Фибро-
бластоподная культура клеток была менее пермиссивна к вирусам блютанга и ЭГБО, однако накопление 
вируса АЧЛ было выше на 1,52,0 lg ТЦД50/см3.
Обсуждение. Пермиссивность полученных штаммов клеток лёгкого летучей мыши Pipistrellus pipistrellus 
к вирусам блютанга, АЧЛ, ЭГБО согласуется с данными изоляции орбивирусов у летучих мышей видов 
Pteropus poliocephalus, Pteropus hypomelanus, Rousettus aegyptiacus leachii, Syconycteris crassa, Myotis 
macrodactylus, Eidolon helvum.
Заключение. Штаммы диплоидных клеток лёгкого нетопыря-карлика пермиссивны к орбивирусам блютан-
га, АЧЛ, ЭГБО, что позволяет рекомендовать их для изоляции этих вирусов, а вид Pipistrellus pipistrellus 
рассматривать как потенциальный природный резервуар и переносчик возбудителей данных трансмиссив-
ных болезней.
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Dwarf bat’s (Pipistrellus pipistrellus) lung diploid cell strains 
and their permissivity to orbiviruses (Reoviridae: Orbivirus) – 
pathogens of vector-borne animal diseases
Olga S. Povolyaeva, Anna A. Chadaeva, Andrey V. Lunitsin, Sergey G. Yurkov

Federal Research Center for Virology and Microbiology, 601125, Vladimir region, Volginsky, Russia

Introduction. Bat cell cultures are a popular model both for the isolation of vector-borne disease viruses and for 
assessing the possible role of these mammalian species in forming the natural reservoirs of arbovirus infection vectors.
The goal of the research was to obtain and characterize strains of diploid lung cells of the bat (Pipistrellus pipistrellus) 
and evaluate their permissivity to bluetongue, African horse sickness (AHS), and epizootic hemorrhagic disease 
of deer (EHD) viruses.
Materials and methods. Cell cultures of the dwarf bat’s lung were obtained by standard enzymatic disaggregation 
of donor tissue and selection of cells for adhesive properties. The permissivity of cell cultures was determined to 
bluetongue, AHL, and EHD orbiviruses.
Results. Diploid cell strains (epithelium-like and fibroblast-like types) retaining cytomorphological characteristics 
and karyotype stability were obtained from tissue of the bat’s lung. Their permissivity to viruses of the genus 
Orbivirus of the Reoviridae family, pathogens of transmissible animal diseases, has been established. 
Discussion. The permissivity of the obtained strains of bat’s lung cells to bluetongue, AHL, and EHD viruses is 
consistent with the isolation of orbiviruses in bats of the species Pteropus poliocephalus, Pteropus hypomelanus, 
Rousettus aegyptiacus leachii, Syconycteris crassa, Myotis macrodactylus, and Eidolon helvum.
Conclusion. Strains of diploid lung cells of the dwarf bat are permissive to orbiviruses of bluetongue, AHS, and 
EHD, which allows us to recommend them for the isolation of these viruses, and the species Pipistrellus pipistrellus 
to be considered as a potential natural reservoir and carrier of pathogens of these vector-borne diseases.
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Введение 

Арбовирусные инфекции занимают существенное 
положение в структуре вирусной патологии млекопи-
тающих. Возбудители векторных заболеваний наносят 
значительный экономический урон сельскохозяйствен-
ным животным [1], а трансмиссивные болезни людей 
составляют более 17% всех инфекционных болезней, 

от которых ежегодно умирает более 700 тыс человек [2].  
Патогены рода Orbivirus семейства Reoviridae, относя-
щиеся к группе арбовирусов, включают как ряд виру-
сов, вызывающих респираторные, лихорадочные и не-
врологические болезни человека с явлениями пораже-
ния центральной нервной системы [3], так и важных 
в эпидемическом отношении возбудителей болезней 
сельскохозяйственных животных: блютанга (BTV), 
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африканской чумы лошадей (AHSV, АЧЛ), эпизоотиче-
ской геморрагической болезни оленей (EHDV, ЭГБО), 
перуанской чумы лошадей (PHSV), которые передают-
ся насекомыми-гематофагами [4–6]. 

Риск возникновения вспышек трансмиссивных бо-
лезней определяется наличием природных резервуа-
ров патогена и векторных переносчиков возбудителей. 

Установлено, что летучие мыши являются одним 
из важных природных резервуаров вирусов многих 
семейств [7], таких как Filoviridae [8], Coronaviridae 
[9, 10], Rhabdoviridae [11], Herpesviridae, Adenoviridae 
[12], Paramyxoviridae [13], Astroviridae и [14] а также 
Reoviridae, включая род Orbivirus [15, 16].

В европейских странах обитает более 40 видов ле-
тучих мышей, которые являются насекомоядными. 
Они питаются мухами, комарами, мокрецами, многие 
из которых рассматриваются потенциальными вектора-
ми возбудителей особо опасных вирусных болезней жи-
вотных [17]. Установлено, что одна летучая мышь мас-
сой 40 г в течение часа охоты съедает от 200 до 600 на-
секомых, что составляет до 30 г корма [18].

L.C. La Motte Jr [19] продемонстрировал, что лету-
чие мыши могут заражаться вирусом японского энце-
фалита, входящим в экологическую группу арбовиру-
сов, при скармливании им инфицированных комаров, 
и в эксперименте воспроизвёл передачу вируса в ци-
кле «комары – летучие мыши комары». Также эти ис-
следования показали чувствительность к вирусу ле-
тучих мышей видов Eptesicus fuscus, Myotis lucifugus 
Pipistrellus subflavus и способность инфицированных 
животных поддерживать латентный вирус в условиях 
имитации гибернации в течение 107 дней. 

Приведённые данные позволяют рассматривать на-
секомоядных летучих мышей как вероятную экологи-
ческую нишу и резервуар прежде всего возбудителей 
арбовирусных инфекций.

Передача патогенов от летучих мышей к млекопи-
тающим может происходить при прямом контакте 
с животными, через контаминированные секретами 
и экскретами летучих мышей кормовые продукты 
(плоды, растения) и иные объекты (места пребыва-
ния) или через переносчиков [20, 21]. Распростране-
ние вируса летучими мышами возможно с заражени-
ем промежуточных хозяев [22]. 

В то же время отмечены значительные трудности 
в выделении вирусов от летучих мышей в культурах 
клеток [23–25]. Для изоляции вирусных патогенов 
от представителей различных семейств млекопитаю-
щих более эффективны культуры клеток, полученные 
из тканей, содержащих клетки-мишени, в видовом от-
ношении соответствующие носителю вируса.

Первичные и перевиваемые культуры клеток из тка-
ней летучих мышей получены в основном от видов, 
обитающих в тропических и субтропических зонах 
всех континентов, а их чувствительность изучена 
к вирусам зоонозных инфекций человека [26, 27]. 
Ранее нами показана пермиссивность штамма ди-
плоидных клеток почки лесного нетопыря к вирусам 
различных таксономических групп – возбудителям 
болезней животных [28].

Вспышки трансмиссивных заболеваний животных –  
блютанга, ЭГБО, АЧЛ, относящихся к роду Orbivirus, 
основным переносчиком возбудителей которых яв-
ляются мокрецы из рода Culicoides, а также комары, 
москиты и некоторые виды клещей, – за последние 
три года регистрировались в странах Европы (Швей-
цария, Испания, Португалия, Италия, Германия, 
Франция, Бельгия, Сербия, Румыния, Северная Ма-
кедония, Люксембург, Греция, Хорватия, Болгария, 
Босния и Герцеговина, Албания, Черногория), Азии 
(Израиль) и Африки (Тунис, Эфиопия, Алжир) [29].

Совпадение ареалов распространения и миграции 
нетопыря-карлика и территорий, неблагополучных 
по приведённым выше векторным болезням живот-
ных, определяют актуальность цели наших иссле-
дований – получение диплоидных штаммов клеток 
лёгкого летучих мышей вида Pipistrellus pipistrellus 
и изучение их пермиссивности к ряду вирусов рода 
Orbivirus возбудителей трансмиссивных вирусных за-
болеваний животных.

Материалы и методы
Животные. В качестве доноров лёгкого отобра-

ны клинически здоровые летучие мыши вида нето-
пырь-карлик (Pipistrellus pipistrellus), отловленные при 
помощи туман-сети в августе в Ростовской области.

Культуры клеток. В работе использовали полу-
ченные штаммы диплоидных культур клеток лёгкого 
нетопыря-карлика diploid cell line Pipistrellus pipist-
rellus lung ep. и diploid cell line Pipistrellus pipistrellus 
lung f., а также референтные перевиваемые линии 
клеток почки африканской зелёной мартышки Vero 
и CV-1 из коллекции клеточных культур Федерально-
го исследовательского центра вирусологии и микро-
биологии (ФГБНУ ФИЦВиМ, п. Вольгинский) [30].

Вирусы. Пермиссивность клеточных культур опре-
деляли к следующим вирусам семейства Reoviridae 
рода Orbivirus:

• вирус блютанга 1-го серотипа с инфекционной 
активностью (ИА) в перевиваемой линии клеток 
почки африканской зелёной мартышки Vero 6,25 lg 
ТЦД50/см3;

• вирус ЭГБО, штамм Альберто с ИА 6,25 ± 0,25 
lg ТЦД50/см3 в перевиваемой линии клеток почки 
африканской зелёной мартышки CV-1;

• вирус АЧЛ 1-го серотипа на уровне 5-го пассажа 
в перевиваемой линии клеток CV-1 с ИА 5,75 lg 
ТЦД50/см3.

Используемые штаммы вирусов получали из Госу-
дарственной коллекции микроорганизмов, вызываю-
щих опасные, особо опасные, в том числе зооантро-
понозные и не встречающиеся на территории страны 
болезни животных (реестровый номер центра коллек-
тивного пользования – 441429)1.

1Государственная коллекция микроорганизмов, вызываю-
щих опасные, особо опасные, в том числе зооантропонозные 
и не встречающиеся на территории страны болезни животных. 
URL: http://ckp-rf.ru/ckp/441429/
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Питательные среды и растворы. Среды Игла 
МЕМ (Minimum Essential Medium), Dulbecco’s MEM 
(DMEM), DMEM/F12 (1 : 1), McCoy’s 5А, приготов-
ленные из сухих концентратов производства HyClone 
и Sigma (США). Фетальная сыворотка крови круп-
ного рогатого скота (КРС) производства HyClone 
(США) и Biological Industry (Израиль). Забуференный 
фосфатом физиологический раствор (рН 7,4), солевой 
раствор Эрла, дистиллированная вода, 0,25% раствор 
трипсина, 0,02% раствор Версена, диметилсульфок-
сид (Sigma, США). 

Первичную культуру клеток готовили методом 
стандартной трипсинизации ткани в растворе 0,25% 
трипсина и 0,02% Версена в соотношении 1 : 1 при 
температуре 35–370С. Субкультивирование культур 
клеток и установление штаммов диплоидных клеток 
проводили методом последовательных пересевов.

Кариологическое изучение полученных куль-
тур клеток проводили по методике, предложенной 
C.E. Ford, J.L. Hamerton [31] и K.H. Rothfels, L. Simi-
novitch 32]. Препараты исследовали при помощи све-
товой микроскопии, проводя подсчёт числа хромосом 
в метафазных пластинках в 50 клетках каждой куль-
туры.

Чувствительность культур клеток лёгкого лету-
чих мышей к вирусам трансмиссивных инфекцион-
ных болезней животных, относящиеся к семейству 
Reoviridae, оценивали по скорости и интенсивности 
развития цитопатического действия (ЦПД) в первом 
пассаже с определением ИА полученного вирусно-
го материала в перевиваемых линиях клеток, к ко-
торым данные патогены были адаптированы ранее. 
Определение пермиссивности полученных клеток 
к исследуемым вирусам проводили с использовани-
ем множественности заражения 0,01–0,001 ТЦД50/кл, 
адсорбции вируса в течение 60 мин и инкубировании 
инфицированных культур при 37,0 ± 0,5°C до разви-
тия выраженного ЦПД.

ИА вируса определяли путём титрования в пермис-
сивных для каждого вируса референтных культурах 

клеток, учитывали развитие ЦПД. Титр вируса рас-
считывали по методике Рида и Менча в модификации 
Ашмарина.

Результаты
Эвтаназию летучих мышей вида Pipistrellus 

pipistrellus (рис. 1) проводили внутрибрюшинным 
введением 500 мкл 70% этилового спирта и церви-
кальной дислокацией шейных позвонков [33]. Дан-
ная процедура соответствует российскому законода-
тельству и одобрена Комиссией по биоэтике ФГБНУ  
ФИЦВиМ как отвечающая требованиям Директивы 
Европейского Парламента 2010/63/EU [34].

Летучих мышей вскрывали и извлекали лёгкие, ко-
торые помещали в ёмкости с солевым раствором Эрла 
с добавлением антибиотиков (20 мкг/мл ципрофлок-
сацина и 5 мкг/мл амфотерицина В). Ткань лёгких 
механически измельчали на фрагменты размером око-
ло 2—3 мм3, отмывали от крови солевым раствором 
Эрла и проводили стандартную трипсинизацию. Объ-
единенную клеточную суспензию центрифугировали 
при 700 g в течение 10 мин, затем диспергирующую 
смесь декантировали, осадок клеток ресуспендиро-
вали в 25 см3 ростовой среды. При посевной конце-
трации 375 ± 25 тыс. клеток/см3 и жизнеспособности 
клеток по тесту витального окрашивания трипано-
вым синим на уровне 82—84% формирование кон-
флюэнтного монослоя клеток отмечено на 6-е сутки 
культивирования (рис. 2). 

Последовательные пассажи клеточной культуры 
с коэффициентом пересева 1 : 2 осуществляли с ис-
пользованием питательной среды DMEM с добавле-
нием 10% фетальной сыворотки крови КРС. При по-
севной концентрации 135 ± 15 тыс. клеток/см3 кон-
флюэнтный монослой формировался на 3–5-е сутки 
культивирования. Субкультура клеток лёгкого была 
представлена фибробластоподобными клеточными 

Рис. 1. Летучая мышь вида нетопырь-карлик  
(Pipistrellus pipistrellus). 

Fig. 1. The dwarf bat (Pipistrellus pipistrellus).

Рис. 2. Первично-трипсинизированная культура клеток лёгкого 
летучей мыши Pipistrellus pipistrellus через 144 ч культивирова-

ния (микрофотография, увеличение ×100).
Fig. 2. Primary trypsinized cell culture of Pipistrellus pipistrellus 
lung after 144 hs of cultivation (microphotograph, magnification 

×100).
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элементами, содержащими ядра овальной формы 
с 13 округлыми ядрышками, варьирующими по раз-
меру. Ядерный матрикс гомогенный. В монослой-
ной культуре присутствовали в незначительном ко-
личестве эпителиоподобные клетки, формирующие 
отдельные островки роста. Пролиферативная ак-
тивность клеток с увеличением пассажного уровня 
возрастала, культура уплотнялась, формировала раз-
нонаправленные потоки.

При пересеве культуры отмечено, что при обработ-
ке клеточного монослоя смесью трипсина и Версе-
на 1 : 3 в первую очередь отслаивались фибробласто-
подобные клетки. Для снятия эпителиоподобных 
клеток требовалась их более продолжительная экспо-
зиция в диспергирующем растворе. Также пролифе-
ративный потенциал фибробластоподобных клеток 
был более высокий, что приводило к значительному 
увеличению их доли в пассажных уровнях. В связи 
с этим селекцией по адгезивным и ростовым свой-
ствам с использованием низких посевных концентра-
ций культура клеток лёгочной ткани нетопыря-кар-
лика на уровне 27-го пассажа была разделена на две 
клеточные субпопуляции, отличающиеся по фено-

типу: фибробластоподобные и эпителиоподобные. 
В дальнейшем две эти  популяции сохраняли данные 
цитоморфологические характеристики до начала пе-
риода старения (рис. 3).

Кариологический анализ клеток лёгкого нетопы-
ря-карлика на уровне 33-го пассажа подтвердил ви-
довую принадлежность полученных культур. В ус-
ловиях непрерывного культивирования обе культуры 
показали стабильность кариотипа, который сохранял 
как диплоидный набор хромосом (2n = 42, NFа = 50), 
так и отсутствие хромосомных перестроек и образо-
вание маркерных хромосом (рис. 4).

Оптимизация среды культивирования клеток лёг-
кого нетопыря-карлика показала, что среды DMEM/
F12 и McCoy’s обеспечивали более высокие проли-
феративные показатели культуры при равной цито-
морфологической картине монослоя. При этом срок 
формирования конфлюэнтного монослоя и индекс 
пролиферации у них были выше, чем в среде DMEM. 
Для дальнейшего использования была выбрана среда 
DMEM/F12.

По совокупности цитоморфологических, ростовых 
и кариологических показателей клеточные культуры 

Рис. 3. Монослой культуры клеток лёгкого Pipistrellus pipistrellus: а – диплоидный штамм культуры, 15-й пассаж; б – смешенная 
культура, 27-й пассаж; в – диплоидный штамм культуры клеток фибробластоподобного типа, 32-й пассаж; г – диплоидный штамм 

культуры клеток эпителиоподобного типа, 32-й пассаж (микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 3. Monolayer of cell culture of Pipistrellus pipistrellus lung: a – diploid culture strain, 15th passage level; b – mixed culture, 27th passage 
level; c – diploid cell culture strain of fibroblast-like type, 32th passage level; d – diploid cell culture strain of epithelial-like type, 32th passage 

level (microphotograph, magnification ×150).

Рис. 4. Метафазные пластинки культуры клеток лёгкого Pipistrellus pipistrellus: а – эпителиоподобных клеток; б – фибробластопо-
добных клеток (микрофотография, увеличение ×900).

Fig. 4. Metaphase plate of the cell culture of Pipistrellus pipistrellus lung: a – epithelial-like cells; b – fibroblast-like cells (microphotograph, 
magnification ×900).

а/a

а/a б/b

б/b в/c г/d
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P. pipistrellus lung f. и P. pipistrellus lung ep. соответ-
ствовали определению диплоидного штамма и полу-
чили наименования «Штамм диплоидных эпителио-
подобных клеток лёгкого нетопыря-карлика (Diploid 
cell line Pipistrellus pipistrellus lung ep.)» и «Штамм 
диплоидных фибробластоподобных клеток лёгкого не-
топыря-карлика (Diploid cell line Pipistrellus pipistrellus 
lung f.)» соответственно. Полученные культуры клеток 
криоконсервированы в жидком азоте на различных 
пассажных уровнях. Жизнеспособность данных куль-
тур клеток после размораживания по тесту витального 
окрашивания трипановым синим составила 74–92%.

Во второй фазе (активной пролиферации) диплоид-
ные штаммы клеток находились до уровня 43-го пас-
сажа культуры фибробластоподобного типа и до 47-
го пассажного уровня  культуры эпителиоподобного 
типа. При коэффициентах пересева 1 : 2–1 : 3 в оп-
тимизированной среде (DMEM/F12 90% и FBS 10%) 
клетки формировали конфлюэнтный монослой че-
рез 48 ч культивирования. Отмечено, что культура фи-
бробластоподобного типа сохраняла без смены среды 
типичную морфологию и отсутствие проявлений ци-
топатического эффекта, вызванного возможными эн-
догенными вирусами, и признаков дегенерации клеток 
в течение 28 дней, а культура эпителиоподобного типа 
сохраняла те же характеристики в течение 35 дней.

Бактериологический контроль клеточных распло-
док обеих культур показал отсутствие контаминации 
бактериями, грибами и микоплазмами. Возможные 
экзогенные вирусные контаминанты (пестивирусы 
диареи КРС и классической чумы свиней), источни-
ком которых могут быть сыворотки крови и трипсин, 
методом полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени не выявлены.

При изучении пермиссивности штаммов диплоид-
ных клеток лёгкого летучих мышей к вирусу блю-
танга 1-го серотипа на 2-е сутки отмечены началь-
ные признаки ЦПД в культуре клеток diploid cell line  
P. pipistrellus lung ep. в виде округления клеток. На 3-и 
сутки в культуре наблюдали отслоение и лизис инфи-
цированных клеток, сопровождающийся деструкци-
ей клеточного монослоя. 

В культуре diploid cell line P. pipistrellus lung f. ЦПД 
вируса проявлялось на 6-е сутки с округлением кле-

ток, разрежением монослоя и отслоением клеток. 
В контрольных интактных (неинфицированных) куль-
турах изменений клеточного монослоя не наблюдали. 

Результаты определения ИА вируса блютанга, полу-
ченного в культуре клеток diploid cell line P. pipistrellus 
lung ep., сопоставимы с активностью вируса в кон-
трольной культуре инфицированных пермиссивных 
клеток почки африканской зелёной мартышки (Vero), 
в которой отмечено развитие характерного ЦПД с ак-
тивностью вируса 6,31 ± 0,14 lg ТЦД50/см3.

Вирусрепродуцирующая активность diploid cell line 
P. pipistrellus lung f. в отношении вируса блютанга 
была на два логарифма ниже, и срок развития ЦПД 
также отставал.

Характер развития ЦПД вируса блютанга в штам-
мах диплоидных клеток лёгкого Pipistrellus pipistrellus 
представлен на рис. 5.

При изучении чувствительности культур иссле-
дуемых штаммов диплоидных клеток к вирусу  
ЭГБО на 2-е сутки в культурах клетках diploid cell line  
P. pipistrellus lung ep. и diploid cell line P. pipistrellus lung 
f. отмечен лизис отдельных клеток монослоя. ЦПД ви-
руса в diploid cell line P. pipistrellus lung ep. выражалось 
в очаговой деструкции и отслоении клеток на 3-й день, 
а в культуре клеток diploid cell line P. pipistrellus lung f.  
на 4-й день после заражения. Характер развития ЦПД 
вируса ЭГБО в штаммах диплоидных клеток лёгкого 
летучих мышей представлен на рис. 6.

В контрольной культуре инфицированных рефе-
рентных пермиссивных клеток CV-1 отмечено разви-
тие характерного ЦПД с накоплением вируса до ти-
тров ИА 6,38 ± 0,08 lg ТЦД50/см3, тогда как в diploid 
cell line P. pipistrellus lung ep. она составила 5,69 ± 0,22 
lg ТЦД50/см3, а в diploid cell line P. pipistrellus lung f. 
она была ниже  4,56 ± 0,07 lg ТЦД50/см3 и ЦПД разви-
валось на сутки позже.

Это указывает на то, что культуры клеток одного 
тканевого происхождения (лёгочная ткань), но пред-
ставленные разным фенотипом клеток (эпителиопо-
добные и фибробластоподобные), обладали различ-
ной пермиссивностью к исследуемому вирусу.

Изучение чувствительности штаммов диплоидных 
клеток к вирусу АЧЛ показало, что развитие ЦПД виру-
са в культуре клеток diploid cell line P. pipistrellus lung f.  

Рис. 5. Цитопатическое действие вируса блютанга: а – в культуре diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33-й пассаж, на 3-и сутки; 
б – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33-й пассаж; в – в культуре diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32-й пассаж, на 6-е 

сутки; г – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32-й пассаж (микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 5. Cytopathic effect of BTV: a – in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33th passage level, on the third day; b – control 
diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33th passage level; c – in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32th passage level, sixth 

day; d – diploid cell line control P. pipistrellus lung f., 32th passage level (microphotograph, magnification ×150).

а/a б/b в/с г/d
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проявлялось на 1-е сутки в виде лизиса клеток и раз-
режение монослоя. В культуре клеток diploid cell line 
P. pipistrellus lung ep. цитопатический эффект вируса 
АЧЛ, сопровождающийся округлением и отслоением 
инфицированных клеток от подложки с деструкцией 
клеточного монослоя, отмечали через 72 ч (рис. 7).

ИА вирусного материала, полученного в diploid cell 
line P. pipistrellus lung ep., при титровании в пермис-
сивной культуре клеток CV-1 составила 5,75 ± 0,18 
lg ТЦД50/см3. Фибробластоподобная культура клеток 
лёгкого была более пермиссивна к вирусу, в которой 
он накапливался на 1,52 логарифма выше (7,25 ± 0,17 
lg ТЦД50/см3), а ЦПД развивалось в течение 24 ч после 
инокуляции вируса. В контрольной культуре инфици-
рованных пермиссивных клеток CV-1 активность ви-
руса составляла 5,69 ± 0,14 lg ТЦД50/см3 (таблица).

Обсуждение
Арбовирусные инфекции, включая болезни сель-

скохозяйственных животных, вызываемые предста-
вителями рода Orbivirus, представляют постоянный 
риск заноса и распространения. Идентификация рео-
вирусов и новых патогенов этого семейства у летучих 

мышей свидетельствует о высоком уровне пермис-
сивности клеток тканей и органов представителей 
Microchiroptera [35].

Роль летучих мышей, обитающих и мигрирующих 
в Российской Федерации с включением в ареал рас-
пространения территории сопредельных стран, не-
благополучных по трансмиссивным болезням млеко-
питающих, недостаточно изучена. Культуры клеток 
из тканей летучих мышей являются наиболее востре-
бованной лабораторной моделью для первичной изо-
ляции и изучения вирусов, ассоциированных с отря-
дом рукокрылых. Полученные нами штаммы дипло-
идных клеток лёгкого нетопыря-карлика Pipistrellus 
pipistrellus обладали стабильными цитоморфологи-
ческими, пролиферативными и кариологическими 
характеристиками, что позволило создать крупные 
криобанки клеток для проведения долговременных 
вирусологических исследований. 

Результаты исследований показали репродукцию 
орбивирусов возбудителей трансмиссивных инфек-
ций сельскохозяйственных животных с развитием 
цитопатического эффекта в клетках полученных 
штаммов диплоидных клеток лёгкого летучих мы-

Рис. 6. Цитопатическое действие вируса эпизоотической геморрагической болезни оленей: а – в культуре diploid cell line  
P. pipistrellus lung ep., 33-й пассаж, на 2-е сутки; б – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33-й пассаж, в – в культуре diploid 
cell line P. pipistrellus lung f., 32-й пассаж, на 3-и сутки; г – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32-й пассаж (микрофотогра-
фия, увеличение ×150).

Fig. 6. Cytopathic effect of EHDV: a –  in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33th passage level, on the second day; b – 
control diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 33th passage level; c – in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32th passage 

level, on the third day; d – diploid cell line control P. pipistrellus lung f., 32th passage level (microphotograph, magnification ×150).

Рис. 7. Цитопатическое действие вируса африканской чумы лошадей: а – в культуре diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 32-й пас-
саж, на 3-и сутки; б – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 32-й пассаж; в – в культуре diploid cell line P. pipistrellus lung f., 

32-й пассаж, на 3-и сутки; г – контроль diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32-й пассаж (микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 7. Cytopathic effect of African horse sickness virus: a – in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 32th passage level, on the 
third day; b – control diploid cell line P. pipistrellus lung ep., 32th passage level; c – in the culture of diploid cell line P. pipistrellus lung f., 32th 

passage level, for the first day; d – diploid cell line control P. pipistrellus lung f., 32th passage level (microphotograph, magnification ×150).
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шей вида нетопырь-карлик без предварительной 
адаптации вирусов к клеткам. ИА вируса АЧЛ в фи-
бробластоподных клетках значительно превышала 
активность как в культуре клеток лёгкого эпителио-
подобного типа, так и в перевиваемой линии клеток 
CV-1, к которой данный штамм вируса был адапти-
рован ранее. Данные по пермиссивности клеток 
из тканей представителей отряда рукокрылых к ор-
бивирусам позволяют рассматривать вид Pipistrellus 
pipistrellus как возможный природный резервуар 
этих патогенов и его непосредственное участие 
в эпидемическом процессе.

Выводы
1. Впервые получены и паспортизированы штаммы 

диплоидных клеток из тканей лёгкого нетопыря-кар-
лика P. pipistrellus lung f. и P. pipistrellus lung ep. Созда-
ны криобанки клеточных штаммов на разных пассаж-
ных уровнях для вирусологических исследований.

2. Установлена пермиссивность полученных штам-
мов диплоидных клеток лёгкого нетопыря-карлика 
к вирусам блютанга, ЭГБО и АЧЛ, что позволяет ре-
комендовать данные клеточные системы для первич-
ной изоляции вирусных патогенов. 

3. Репродукция вирусов рода Orbivirus возбудите-
лей трансмиссивных болезней сельскохозяйственных 
животных в культурах клеток лёгкого нетопыря-кар-
лика Pipistrellus pipistrellus указывает на возможность 
участия представителей данного вида в эпидемиче-
ском процессе в качестве переносчика возбудителя 
или промежуточного хозяина при формировании при-
родных резервуаров инфекции.
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Time frame of cytopathic action (day) / Infection activity in cell culture (lg TCID50/ml3)

diploid cell line  
P. pipistrellus lung ep.

diploid cell line  
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контрольная (референтная) 
культура клеток

control (reference) cell culture
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EHD, Reoviridae

2 / 5,69 ± 0,22 3 / 4,56 ± 0,07 3 / 6,0–6,5 (CV-1)

3 АЧЛ, Reoviridae
AHS, Reoviridae
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Примечание. АЧЛ – африканская чума лошадей, ЭГБО – эпизоотическая геморрагическая болезнь оленей, ЦПД – цитопатическое действие.
Note. AHS – African horse sickness, EHD – epizootic hemorrhagic disease of deer, TCID – tissue culture infectious dose.
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