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Введение. Летучие мыши (Microchiroptera) являются эпидемиологически важным естественным ре-
зервуаром вирусов различных таксономических групп, включая возбудителей особо опасных болезней 
человека и животных. Учитывая актуальность арбовирусных инфекций, представляется целесообразным 
проведение исследований по изучению спектра чувствительности клеток из тканей летучих мышей, оби-
тающих и мигрирующих на территории Российской Федерации, к вирусам векторных инфекций сельско-
хозяйственных животных.
Цель исследования – получение диплоидного штамма клеток почечной ткани летучей мыши (ПЛМ) вида 
нетопырь лесной, или нетопырь Натузиуса (Pipistrellus nathusii), изучение его биологических характери-
стик, а также оценка пермиссивности полученной клеточной культуры к вирусам блютанга, лихорадки 
долины Рифт (ЛДР), заразного узелкового дерматита (ЗУД) крупного рогатого скота (КРС), миксомы кро-
ликов (Myxomatosis cuniculi), фибромы Шоупа, африканской чумы лошадей (АЧЛ) и африканской чумы 
свиней (АЧС).
Материал и методы. Донорами органов служили 2 особи клинически здоровых самцов летучей мыши P. 
nathusii. Для получения диплоидного штамма культуры клеток почки этого вида и изучения свойств по-
лученной клеточной культуры градации от 6-го и выше пассажных уровней использовали традиционные 
цитологические, вирусологические и молекулярные методы. Определяли пермиссивность данного штамма 
к вирусам блютанга, ЛДР, ЗУД, миксомы кроликов, фибромы Шоупа, АЧЛ и АЧС.
Результаты. Формирование конфлюэнтного монослоя наблюдали через 72 ч, при этом индекс пролифе-
рации (ИП) был равен 2,7–3,3. Клеточный монослой сохранялся без смены среды в течение 45 сут (срок 
наблюдения). Показана стабильность кариотипа в условиях непрерывного субкультивирования на уровне 
36-го пассажа. Культура клеток получила наименование «Штамм диплоидных клеток почки летучей мыши 
Pipistrellus nathusii (Diploid cell line Pipistrellus nathusii kidney)»; установлена её пермиссивность к вирусам 
блютанга, ЛДР, ЗУД и миксомы кроликов.
Обсуждение. Чувствительность полученного клеточного материала к вирусам блютанга и ЛДР согласу-
ется с данными об идентификации реовируса и возбудителя ЛДР у египетских фруктовых летучих мышей 
(Rousettus aegyptiacus), а пермиссивность данного штамма к возбудителям ЗУД и миксомы кроликов –  
с результатами обнаружения поксвирусов у вида поздний кожан (Eptesicus fuscus).
Выводы. Получен и паспортизирован штамм диплоидных клеток ПЛМ P. nathusii. Установленная пермис-
сивность к вирусам блютанга, ЛДР, ЗУД и миксомы кроликов позволяет использовать его для выделения  
и изучения этих патологических агентов. Репродукция возбудителей в клетках данного штамма из тканей ПЛМ 
вида P. nathusii, обитающего и мигрирующего на территории европейской части Российской Федерации, указы-
вает на его потенциальную роль в эпидемиологии значимых инфекций, особенно трансмиссивных.
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болезни
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Biological characteristics and permissiveness to viruses of diploid kidney cells 
strain from the bat Nathusius’ pipistrelle (Pipistrellus nathusii Keyserling  
& Blasius, 1839; Chiroptera: Microchiroptera: Vespertilionidae)
Ol’ga S. Povolyaeva, Sergey G. Yurkov, Oksana G. Lapteva, Ol’ga L. Kolbasova, Anna A. Chadaeva, 
Andrey Yu. Kol’tsov, Irina P. Sindryakova, Mikhail E. Vlasov, Sergey P. Zhivoderov, Andrey V. Lunitsin

FSBRI «Federal Research Center for Virology and Microbiology» of the Ministry of Science and Higher Education  
of Russia, 601125, Vladimir region, Vol’ginsky vill., Russia
Introduction. Bats are an epidemiologically important natural reservoir of viruses of various taxonomic groups, 
including causative agents of especially dangerous infections of humans and animals. Considering the relevance of 
arbovirus infections, it seems advisable to study the spectrum of the sensitivity of cells derived from bats inhabiting 
and migrating on the territory of the Russian Federation to causative agents of vector-borne diseases of animals.
The study aimed to obtain a diploid strain of cells from renal tissue of bats Pipistrellus nathusii and to investigate its 
biological characteristics, as well as to assess its permissiveness for bluetongue (BTV); Rift Valley fever (RVFV); 
lumpy skin disease (LSDV); rabbit myxoma (Myxomatosis cuniculi); rabbit, or Shope fibroma (RFV); African horse 
sickness (AHSV) and African swine fever (ASFV) viruses.
Material and methods. There were 2 clinically healthy male individuals of P. nathusii who taken as donors of 
organs. To obtain diploid kidney cell culture strain and to study its properties, the level of the 6th passage was 
investigated by conventional cytological, virological, and molecular methods. The permissiveness of the obtained 
cell culture for BTV, RVFV, LSDV, Myxomatosis cuniculi, RFV, AHSV and ASFV was determined.
Results. The formation of a confluent monolayer was observed after 72 hours, while the proliferation index was 
2.7–3.3. The cell monolayer had been maintained without changing the medium for 45 days (observation period). 
The stability of the karyotype had been demonstrated in continuous subculturing at the 36th passage. The cell 
culture named «Diploid cell line Pipistrellus nathusii kidney», and its permissiveness to BTV, RVFV, LSDV and 
Myxomatosis cuniculi had been demonstrated.
Discussion. The sensitivity of the strain to BTV and RVFV is consistent with the data on the identification of 
reovirus and RVFV in Egyptian fruit bats (Rousettus aegyptiacus), and its permissiveness for LSDV and rabbits 
myxoma virus is consistent with the results of detection of poxviruses in big brown bat (Eptesicus fuscus).
Conclusion. A diploid kidney cell strain derived from P. nathusii was obtained and certified. Its permissiveness to 
BTV, RVFV, LSDV and rabbits myxoma viruses makes it possible to use this strain for isolation and studies of these 
viruses. Reproduction of the viruses in diploid kidney cells strain derived from P. nathusii living and migrating in the 
European part of the Russian Federation indicates their potential role in the epidemiology of significant infections, 
especially transmissible ones.
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копитающих в большинстве случаев не увенчались 
успехом [18].

Исследования по оценке чувствительности кле-
точного материала из тканей летучих мышей к па-
тогенам немногочисленны и выполнены только для 
ряда видов, в основном связанных с возбудителями 
вирусных болезней человека [12]. Одной из первых 
клеточных культур, полученных из тканей летучих 
мышей, была культура клеток лёгкого вида Tadarida 
brasiliensis Tb 1 Lu (ATCC CCL-88), которая оказалась 
чувствительной к ретровирусу лейкоза КРС [19], ви-
русу энцефаломиокардита мышей, вирусу Эбола [20], 
возбудителям гриппа человека и птиц [21].

В связи со вспышками новых особо опасных бо-
лезней, ассоциированных с летучими мышами в ка-
честве резервуаров возбудителей (Эбола, Хендра, Ни-
пах, SARS, MERS, SARS-CoV-2), значительно расши-
рились исследования по получению культур клеток 
из тканей различных видов представителей руко-
крылых как для непосредственно вирусологических 
целей [22–25], так и для изучения иммунологических 
аспектов устойчивости этих млекопитающих к вирус-
ным инфекциям и механизмов взаимодействия ви-
рус–клетка [26, 27].

Кроме того, данные по чувствительности in vi-
tro клеточных культур из тканей и органов летучих 
мышей могут быть экстраполированы на процессы 
оценки восприимчивости их хозяев к патогенам, ис-
следование возможности вирусоносительства и уча-
стия данных животных в формировании природных 
инфекционных очагов [28]. Поэтому целью этой ра-
боты явились получение диплоидного штамма кле-
ток почки летучей мыши (ПЛМ) – представителя се-
мейства Vespertilionidae, вида Pipistrellus nathusii как 
многочисленного, широко распространённого в ев-
ропейской части России, склонного к антропургиче-
ской среде обитания, не находящегося в зоне риска 
и в то же время совершающего миграции, а также из-
учение пермиссивности полученной культуры к ряду 
вирусов – возбудителей инфекционных заболеваний 
животных.

Материал и методы
Животные. В экспериментах использованы лету-

чие мыши вида нетопырь лесной, или нетопырь Нату-
зиуса (Pipistrellus nathusii), отловленные при помощи 
туман-сети в Волгоградской области. В качестве до-
норов почек были отобраны 2 клинически здоровых 
самца с массой тела 10 и 12 г.
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Введение
Возникновение и распространение новых вирус-

ных заболеваний человека и животных интенсифи-
цировало исследования в области поиска источников, 
переносчиков и резервуаров вирусов, а также эволю-
ции и изменчивости этих патологических агентов, 
установления механизмов преодоления ими видовых 
барьеров. Рукокрылые (Chiroptera), насчитывающие 
свыше 1200 видов, являются вторым по величине 
отрядом млекопитающих [1], что наряду с высокой 
популяционной плотностью, широчайшим ареалом 
распространения, миграционной подвижностью 
и особенностями организации иммунной системы [2] 
позволяет рассматривать их как один из важнейших 
естественных резервуаров и источников распростра-
нения вирусных агентов [3–5]. Изоляция от летучих 
мышей (Microchiroptera) более 200 видов вирусов 
различных таксономических групп [6] подтвердила 
значение этих представителей рукокрылых как важ-
нейшего звена эпидемического процесса при ряде 
особо опасных инфекционных болезней [7].

Установлено, что летучие мыши в большинстве 
биогеографических регионов, включая Западную 
Палеарктику, выступают естественным резервуа-
ром для вирусов многих значимых семейств, таких 
как Rhabdoviridae [8, 9], Coronaviridae [10], Herpes-
viridae, Adenoviridae [11], Filoviridae [12], Reoviridae 
[13], Paramyxoviridae [14–16], Astroviridae и др. [17]. 
В то же время роль этих животных в эпидемиологии 
вирусных инфекций для Российской Федерации изу-
чена недостаточно.

Следует отметить, что в подавляющем большин-
стве работ по идентификации вирусов летучих мы-
шей основным инструментом исследований стали 
молекулярно-генетические методы, однако сам факт 
идентификации, в свою очередь, указывает также на 
высокий уровень пермиссивности клеток тканей дан-
ных представителей млекопитающих к вирусам раз-
личных таксономических групп.

Основной лабораторной моделью первичной изо-
ляции вирусных патогенов являются культуры кле-
ток. Тем не менее в случаях, когда в качестве источ-
ника инфекции рассматриваются летучие мыши, 
использование традиционных систем культивиро-
вания на клеточных культурах видов, не являющих-
ся резервуарами, как правило, является малопри-
годным. По данным ряда исследователей, попытки 
выделить инфекционные агенты, переносимые ле-
тучими мышами, в различных линиях клеток мле-
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Культура клеток. Исследования выполняли с по-
лученным нами диплоидным штаммом культуры кле-
ток почки нетопыря лесного (Diploid cell line Pipist-
rellus nathusii kidney) градации 6-го и последующих 
пассажных уровней.

Вирусы. Определялась пермиссивность клеточной 
культуры к следующим вирусным агентам:

• Вирус блютанга (семейство Reoviridae) 1-го се-
ротипа 6-го пассажа в перевиваемой линии клеток 
почки африканской зелёной мартышки (Chlorocebus 
sabaeus) Vero с инфекционной активностью (ИА)  
6,25 lg ТЦД50/мл (ТЦД – титр цитопатического дей-
ствия, ЦПД).

• Вирус лихорадки долины Рифт (ЛДР, семейство 
Phenuiviridae), штамм «1974-ВНИИВВиМ» на уров-
не 10-го пассажа в перевиваемой линии клеток почки 
сайги (Saiga tatarica) (ПС) с ИА 5,5 lg ТЦД50/мл.

• Вирус заразного узелкового дерматита (ЗУД) 
крупного рогатого скота (КРС) (семейство 
Poxviridae) – полевой изолят, выделенный в очаге 
инфекции в Самарской области на уровне 5-го пас-
сажа в первичной культуре клеток тестикул козлёнка 
(Capra hircus) (ТК), ИА 6,0 lg ТЦД50/мл.

• Вирус африканской чумы лошадей (АЧЛ, семей-
ство Reoviridae) 1-го серотипа на уровне 5-го пассажа 
в перевиваемой линии клеток почки африканской зе-
лёной мартышки (CV-1) с ИА 5,75 lg ТЦД50/мл.

• Вирус африканской чумы свиней (АЧС, семейство 
Asfarviridae), штамм «Волгоград» на уровне 4-го пас-
сажа в культуре клеток костного мозга свиньи (Sus 
scrofa domesticus) с ИА 7,25 lg ГАЕ50/мл (ГАЕ – гемаг-
глютинирующая единица).

• Вирус фибромы Шоупа (семейство Poxviridae), па-
тогенный для кроликов (Oryctolagus), выделен из пато-
логического материала с ИА на кроликах на уровне 5-го 
пассажа 4,11 lg ИД50/мл (ИД – инфицирующая доза).

• Вирус миксомы кроликов (семейство Poxviridae), 
штамм В-82 на уровне 3-го пассажа в перевивае-
мой линии клеток почки кролика RK-13/2-03, ИА –  
6,5 lg ТЦД50/мл.

Используемые штаммы вирусов получали из Государ-
ственной коллекции микроорганизмов, вызывающих 
опасные, особо опасные, в том числе зооантропоноз-
ные и не встречающиеся на территории страны болезни 
животных ФГБНУ «Федеральный исследовательский 
центр вирусологии и микробиологии» («ФИЦВиМ») 
(реестровый номер центра коллективного пользования 
(ЦКП) – 441429, http://ckp-rf.ru/ckp/441429/).

Питательные среды и растворы. Для культивиро-
вания клеток в качестве ростовой среды применяли 
питательные среды Игла MEM и DMEM («HyClone», 
США) с добавлением 10% фетальной сыворотки 
крови КРС (FBS) («HyClone») и антибиотиков (ци-
профлоксацин и амфотерицин в конечной концентра-
ции 10 и 5 мкг/мл соответственно).

Первичную клеточную культуру почки получали 
методом стандартной трипсинизации с использова-
нием 0,25% раствора трипсина и 0,02% раствора Вер-
сена. Субкультуры клеток ПЛМ поддерживали об-
щепринятой методикой последовательных пересевов 

при температуре 37 ± 0,5 °С в атмосфере с повышен-
ным до 5% содержанием углекислого газа и относи-
тельной влажности 95%.

Криоконсервирование клеток проводили в ростовой 
среде с добавлением криопротектора – 10% DMSO 
(Dimethyl Sulfoxide for cell culture), «Sigma», США) 
с эквилибрацией при 4 °С в течение 60 мин и после-
дующим быстрым замораживанием при −70 °С; че-
рез 14 сут клетки подвергали глубокому заморажива-
нию в жидком азоте (−196 °С).

Для кариологического исследования клеточную 
культуру на стадии активного роста инкубировали 
в среде с колхицином (0,05 мкг/мл среды) в тече-
ние 2 ч. Клетки диспергировали смесью 0,02% рас-
твора Версена и 0,25% раствора трипсина в соотно-
шении 7 : 1, подогретой до 37,0 ± 1,0 °С. Проводи-
ли гипотоническую обработку клеток в суспензии  
(1 часть FBS и 4 части дистиллированной воды) 
и выдерживали в термостате 25–40 мин, фиксирова-
ли в смеси метанола с ледяной уксусной кислотой 
в соотношении 3 : 1, наносили на поверхность пред-
метных стёкол и окрашивали 2% водным раствором 
красителя Романовского–Гимзы [29, 30].

Для определения пермиссивности полученных 
клеток соответствующий вирусный материал ино-
кулировали в культуральные флаконы (по 5 для 
каждого вируса) с конфлюэнтным клеточным мо-
нослоем, для чего из флаконов удаляли ростовую 
среду и вносили вирус в дозе 0,1–0,01 ТЦД50/кл. Ад-
сорбцию последнего проводили в течение 60 мин. 
Затем вносили поддерживающую среду, содер-
жащую 2% FBS, и инфицированные культуры ин-
кубировали при 37,0 ± 0,5 °C до наступления вы-
раженного ЦПД вируса. Пермиссивность клеток 
к возбудителям миксомы кроликов и фибромы Шо-
упа определяли при множественности заражения  
0,5–0,7 и 0,001–0,002 ИД50/кл соответственно (ИД –  
инфекционная доза). Адсорбцию и культивирова-
ние вируса осуществляли при 33,0 ± 0,5 °C.

Инфекционную активность устанавливали путём 
титрования в пермиссивных для каждого патогена 
клеточных культурах, учитывали развитие ЦПД; титр 
вируса рассчитывали по методике Рида и Менча в мо-
дификации Ашмарина.

Идентификация вируса блютанга, полученного 
в культуре штамма диплоидных клеток ПЛМ вида 
P. nathusii, проведена методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени. Идентификация 
полевого изолята вируса ЗУД КРС осуществлена пу-
тём ПЦР в реальном времени по методике Bowden 
T.R. и соавт. [31] с олигонуклеотидными праймерами 
CaPV-074F1 (5’-AAA ACG GTA TAT GGA ATA GAG 
TTG GAA-3’), CaPV-074R1 (5’-AAA TGA AAC CAA 
TGG ATG GGA TA-3’) и гибридизационным зон-
дом CaPV-074P1 (5’-6FAM-TGG CTC ATA GAT TTC  
CT-MGB-NFQ-3’).

Результаты обрабатывали статистически с использо-
ванием программы Microsoft Excel 2010. Достоверность 
статистической разницы между средними величинами 
определяли по разностному методу Стьюдента–Фишера.
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Результаты
Все эксперименты на животных проводили в соот-

ветствии с российским законодательством и рекомен-
дациями этического комитета ФГБНУ «ФИЦВиМ» 
(Владимирская область, пос. Вольгинский).

Получение первичных культур клеток
Летучие мыши вида P. nathusii (рис. 1) были отловле-

ны с использованием туман-сети в Волгоградской обла-
сти и доставлены в лабораторию ФГБНУ «ФИЦВиМ».

Эвтаназию животных осуществляли путём внутри-
брюшинного введения 0,5 мл 70% этилового спирта 
и цервикальной дислокацией шейных позвонков че-
рез 2 мин после остановки сердца [32]. При вскрытии 
отделяли почки, которые помещали в отдельные ём-
кости, содержащие среду Игла MEM с добавлением 
антибиотиков (20 мкг/мл ципрофлоксацина и 5 мкг/мл 
амфотерицина В). После удаления почечных лоханок 
и мозгового вещества корковый слой почек механиче-
ски измельчали на фрагменты размером около 2–3 мм3  
и отмывали от крови 4 раза средой Игла MEM до полу-
чения прозрачных сливов. Затем материал переноси-
ли в коническую плоскодонную колбу объёмом 500 мл 

и заливали смесью 0,25% раствора трипсина и 0,02% 
раствора Версена в соотношении 2 : 1 при температу-
ре 37 °C. Ферментативную дезагрегацию осуществля-
ли посредством перемешивания тканевой суспензии 
на магнитной мешалке в течение 15 мин. После ин-
тенсивного помутнения диспергирующего раствора 
колбу снимали с мешалки, давали отстояться в тече-
ние 2 мин и сливали клеточную суспензию во флакон 
объёмом 500 мл. Данную процедуру повторяли 3 раза 
до полного истощения ткани. К клеткам в дисперги-
рующем растворе добавляли FBS для нейтрализации 
трипсина.

В дальнейшем полученную суспензию центрифу-
гировали при 700 g в течение 10 мин, надосадочную 
жидкость декантировали, а осадок с клетками ресу-
спендировали в 25 мл ростовой среды. Клеточную 
суспензию фильтровали через марлевый фильтр для 
удаления не подвергшихся воздействию трипсина 
фрагментов почечной ткани, тщательно перемешива-
ли и отбирали пробу суспензии для подсчёта клеточ-
ных элементов в камере Горяева. Жизнеспособность 
клеток по тесту витального окрашивания трипано-
вым синим составила 78–81%. Клеточную суспензию 
доводили до посевной концентрации 400 тыс. кл/мл 
ростовой средой и разливали в пластиковые флаконы 
площадью 25 см2 («Corning», США). После 24 ч куль-
тивирования клеточный монослой промывали средой 
с антибиотиками, удаляя не прикрепившиеся и мёрт-
вые клетки, после чего проводили смену ростовой 
питательной среды. В дальнейшем среду меняли каж-
дые 2–3 сут.

Последовательные пересевы клеточной культуры 
осуществляли с использованием одних и тех же се-
рий питательной среды и сыворотки (DMEM 90%  
и FBS – 10%).

Первично-трипсинизированная культура был пред-
ставлена разнородными в морфологическом отноше-
нии клеточными популяциями с преимущественным 
преобладанием эпителиоподобных клеток (рис. 2), 
образующих вначале островковый клеточный рост, 
и формированием конфлюэнтного монослоя на 5-е сут  
культивирования.

Рис. 1. Летучая мышь, самец, вид нетопырь Натузиуса  
(Pipistrellus nathusii).

Fig. 1. Bat male of Nathusius’ pipistrelle (Pipistrellus nathusii).

Рис. 2. Первично-трипсинизированная культура клеток почки летучей мыши Pipistrellus nathusii: a – через 24 ч культивирования,  
б – через 72 ч культивирования, в – спустя 24 ч после 1-го субпассажа, г – конфлюэнтный монослой 2-го пассажа  

(микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 2. Primary trypsinized cell culture of Pipistrellus nathusii kidney: а – after 24 hs of cultivation, b – after 72 hs of cultivation,  

c – in 24 hs after the 1st subpassage, d – confluent monolayer of the 2nd passage (microphotograph, magnification ×150).

a/a б/b в/c г/d
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Дальнейшее культивирование клеток проводили 
с пересевом 2–3 раза в неделю. При посевной кон-
центрации 120–150 тыс. кл/мл формирование кон-
флюэнтного монослоя наблюдали через 72 ч, при 
этом индекс пролиферации (ИП) составлял 2,7–3,3. 
Клеточный монослой без признаков дегенерации кле-
ток и проявлений ЦПД сохранялся без смены среды 
на протяжении 45 сут (срок наблюдения).

При морфологическом изучении субкультур установле-
но, что монослой культуры ПЛМ представлен преимуще-
ственно эпителиоподобными полигональными клетками 
с ядром овальной или эллипсовидной, реже округлой 
формы с 1–3 (иногда больше) округлыми ядрышками, 
варьирующими по размеру. Ядерный матрикс равномер-
ный. При пассировании клеточный монослой сохранял 
характерную типичную морфологию (рис. 3).

В результате последовательных пересевов в среде 
Игла DMEM с 10% FBS получены субкультуры, и на 
уровне 4-, 10-, 13-, 18-, 20-, 22-, 28- и 33-го пассажей 
созданы криобанки данной культуры в жидком азоте.

После размораживания на нулевом пассаже жиз-
неспособность клеток по тесту витального окраши-
вания трипановым синим составляла от 78 до 85%, 
клеточный монослой формировался на 2-е сут культи-
вирования и был представлен типичными эпителио- 
подобными клетками.

Целями кариологического анализа культуры клеток 
почки нетопыря лесного (P. nathusii) стали как под-
тверждение видовой принадлежности, так и оценка 
стабильности хромосомного набора клеток в услови-
ях длительного культивирования.

Как отмечено рядом исследователей, виды рода 
Pipistrellus обладают значительным внутриродовым 
кариологическим полиморфизмом и внутривидо-
вой стабильностью [33]. Количество хромосом в их 
клетках варьирует от 26 до 44, а число плеч аутосом 
(NFa) – от 44 до 56 [34], поэтому хромосомные харак-
теристики для представителей этого рода являются 
надёжным видовым признаком.

Анализ 50 метафазных пластинок клеточной культу-
ры, проведённый на 2-м и 3-м пассажных уровнях после 
криоконсервации и на уровне 36-го пассажа – в усло-
виях непрерывного субкультивирования, показал, что 
модальный класс хромосом культуры клеток соответ-
ствует диплоидному набору (2n = 44) данного вида при 
NFa = 50. Полученные результаты согласуются с данны-
ми хромосомного анализа ряда других представителей 
рода Pipistrellus, таких как кожановидный нетопырь 
(Pipistrellus savii koreensis) и средиземноморский нето-
пырь, или нетопырь Куля (P. Kuhli) [35, 36].

Кариологические исследования культуры клеток 
ПЛМ на уровне 36-го пассажа в условиях непрерыв-
ного субкультивирования показали стабильность ка-
риотипа, который сохранял как диплоидный набор 
хромосом, так и отсутствие хромосомных перестроек 
и образования маркерных хромосом (рис. 4).

По совокупности цитоморфологических, росто-
вых и кариологических показателей начиная с 6-го 
пассажа клеточная культура соответствовала харак-
теристике диплоидного штамма и получила наиме-
нование «Штамм диплоидных клеток почки летучей 
мыши Pipistrellus nathusii (Diploid cell line Pipistrellus 
nathusii kidney)».

При изучении чувствительности штамма дипло-
идных клеток ПЛМ P. nathusii к вирусу блютанга 
с множественностью заражения 0,1–0,01 ТЦД50/кл  
на 2-е сут отмечено незначительное ЦПД в виде форми-
рования тяжей из веретенообразных клеток. На 3-и сут  
наблюдали округление и отслоение инфицированных 
клеток от подложки с лизисом и деструкцией клеточ-
ного монослоя. В контрольной культуре подобных из-
менений не выявлено (рис. 5).

ИА вируса, полученного в исследуемой культуре, 
при титровании в 2-суточной культуре перевиваемой 
линии клеток почки африканской зелёной мартышки 
(Vero) составила 5,5 lg ТЦД50/мл.

Для определения чувствительности к возбудите-
лю ЛДР вирус с множественностью заражения 0,1–

Рис. 3. Монослой культуры клеток почки летучей мыши 
Pipistrellus nathusii на уровне 5-го пассажа (микрофотография, 

увеличение ×150).
Fig. 3. Monolayer of the kidney cell culture of the bat Pipistrellus 

nathusii at the 5th passage level (microphotograph,  
magnification ×150).

Рис. 4. Метафазная пластинка культуры клеток почки летучей 
мыши Рipistrellus nathusii (микрофотография, увеличение ×900).

Fig. 4. Metaphase plate of the kidney cell culture of the bat 
Pipistrellus nathusii (microphotograph, magnification ×900).
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0,01 ТЦД50/кл инокулировали в культуральные 
флаконы с конфлюэнтным монослоем штамма ди-
плоидных клеток ПЛМ P. nathusii. На 3-и сут ин-
кубации отмечены начальные признаки развития 
ЦПД в виде появления тяжей веретенообразных 
клеток. На 5-е сут имели место округление и от-
слоение инфицированных клеток от подложки на 
фоне лизиса и деструкции клеточного монослоя. 
В контрольной культуре подобных изменений так-
же не зарегистрировано (рис. 6).

Значение ИА возбудителя ЛДР при титровании 
в 2-суточной культуре перевиваемой клеточной ли-
нии Vero было равным 5,25 lg ТЦД50/мл.

Изучение пермиссивности полученного штамма 
к вирусу ЗУД КРС проводили в отношении полевого 
изолята, выделенного с использованием первичной 
культуры клеток ТК. Как и в вышеописанных опы-
тах, вирус ЗУД вызывал в исследуемой культуре раз-

витие ЦПД на 3-и сут, выражающегося в формиро-
вании тяжей из веретенообразных клеток. На 5-е сут 
наблюдали округление и отслоение инфицирован-
ных клеток от подложки, а также лизис и деструк-
цию клеточного монослоя. В контрольной культуре 
аналогичных изменений не отмечено (рис. 7).

Показатель ИА полевого изолята вируса ЗУД, по-
лученного на 5-е сут культивирования в исследуемой 
культуре, составил 5,25 lg ТЦД50/мл.

Исследование пермиссивности клеточного мате-
риала ПЛМ P. nathusii к возбудителям АЧЛ и АЧС 
показало, что клетки культуры не поддерживали ре-
продукцию этих вирусов. На протяжении 10 сут на-
блюдения клеточный монослой инфицированных 
культур морфологически не отличался от контроль-
ных, а тест-культуры (СV-1 и лейкоциты свиньи соот-
ветственно) не показали нарастания ИА в материалах 
заражённых культур клеток.

Рис. 5. Цитопатическое действие вируса блютанга в культуре штамма диплоидных клеток почки летучей мыши Pipistrellus nathusii, 
12-й пассаж: а – контрольная клеточная культура, б – культура клеток на 3-и сут после заражения  

(микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 5. Cytopathic effect of BTV in the culture of the diploid kidney cell strain of the bat Pipistrellus nathusii, 12th passage: a – control cell 

culture, b – cell culture in 3 days after infection (microphotograph, magnification ×150).

a/a

a/a б/b в/c

б/b

Рис. 6. Цитопатическое действие вируса ЛДР в культуре штамма диплоидных клеток почки летучей мыши Pipistrellus nathusii 12-го 
пассажа: а – контрольная культура клеток, б – культура клеток на 3-и сут после заражения, в – культура клеток на 5-е сут после 

заражения (микрофотография, увеличение ×150).
Fig. 6. Cytopathic effect of RVFV in the culture of the diploid kidney cell strain of the bat Pipistrellus nathusii, 12th passage: а – control cell 

culture, b – cell culture on day 3 after infection, c – cell culture on day 5 after infection (microphotograph, magnification ×150).
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В инфицированной вирусом миксомы кроликов 
(Myxomatosis cuniculi) исследуемой культуре на 3-и 
сут инкубирования наблюдали ЦПД вируса в виде об-
разования стяжек (рис. 8). На 5-е сут отмечали окру-
гление и отслоение инфицированных клеток от под-
ложки, деструкцию клеточного монослоя.

Значение ИА вируса миксомы кроликов, полу-
ченного в исследуемой культуре, было равным  
4,25 ± 0,25 lg ТЦД50/мл.

Исследование пермиссивности полученных клеток 
к вирусу фибромы Шоупа проводили на кроликах 
с патогенным для них изолятом возбудителя, выде-
ленным из патологического материала, с ИА на уров-
не 5-го пассажа 4,11 lg ИД50/мл. Методом ПЦР под-
тверждена аутентичность использованного вируса.

Результаты определения вирусрепродуцирующей 
способности культуры штамма диплоидных клеток 
ПЛМ P. nathusii в отношении вирулентного вируса 
фибромы Шоупа показали отсутствие развитие цито-
патического эффекта, а титр ИА не превышал введён-
ную дозу инфекционного агента.

Обсуждение
Изучение спектра чувствительности клеток 

из тканей летучих мышей, обитающих и мигриру-
ющих на территории Российской Федерации, к ви-
русам векторных инфекций сельскохозяйственных 
животных, для которых имеет место риск заноса 
и распространения, является актуальным, в особен-
ности для возбудителей трансмиссивных вирусных 
болезней.

Все разновидности летучих мышей, обитаю-
щих в России (около 40 видов), – насекомоядные. 
По оценкам специалистов, 1 особь в течение 1 ч 
охоты съедает до 200 комаров, которые, в свою оче-
редь, могут выступать переносчиками возбудите-

лей многих трансмиссивных заболеваний. Еже-
годная миграция части популяций летучих мышей 
средней полосы РФ на юг простирается на ареал 
Средиземного и Чёрного морей, Закавказья, север-
ного Ирана и северной Турции (http://vertebrata.
ru/index/lesnoj_netopyr/0-407), в том числе на ре-
гионы, стационарные по особо опасным болезням 
сельскохозяйственных животных. Данные по изо-
ляции патогенов от летучих мышей в различных 
регионах мира (включая вирусы особо опасных 
болезней) указывают на необходимость подобных 
исследований для РФ, где роль рукокрылых в рас-
пространении возбудителей указанных болезней 
не получила достаточного экспериментального 
подтверждения.

Полученный штамм диплоидных клеток ПЛМ 
P. nathusii сохранял цитоморфологические, росто-
вые и кариологические характеристики на протяже-
нии 36 пассажей (срок наблюдения), что позволило 
создать крупный криобанк этих клеток на разных 
пассажных уровнях и оценить их пермиссивность 
к вирусам – возбудителям экономически значимых 
и карантинных заболеваний.

Показатели чувствительности полученной клеточ-
ной культуры к вирусам блютанга и ЛДР согласуются 
с данными об идентификации реовируса и возбуди-
теля ЛДР у египетских фруктовых летучих мышей 
[37, 38], а пермиссивность полученного штамма ди-
плоидных клеток ПЛМ P. nathusii к вирусам ЗУД КРС 
и миксомы кроликов (Myxomatosis cuniculi) соответ-
ствует результатам обнаружения поксвирусов у ле-
тучих мышей вида поздний кожан (Eptesicus fuscus) 
[39]. Кроме того, данный клеточный штамм также 
может быть использован для выделения и изучения 
вирусных патогенов – возбудителей инфекционных 
болезней человека.

Рис. 7. Цитопатическое действие вируса ЗУД КРС в культуре штамма диплоидных клеток почки летучей мыши Pipistrellus nathusii 
10-го пассажа: а – контрольная клеточная культура, б – культура клеток на 3-и сут после заражения (микрофотография,  

увеличение ×150).
Fig. 7. Cytopathic effect of LSDV in the culture of the diploid kidney cell strain of a bat Pipistrellus nathusii, 10th passage:  

a – control cell culture, b – cell culture in 3 days after infection (microphotography, magnification ×150).

a/a б/b



37

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2021; 66(1)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-12

ORIGINAL RESEARCH

Выводы
1. Впервые получен и паспортизирован штамм ди-

плоидных клеток ПЛМ Pipistrellus nathusii. Создан 
криобанк этого штамма на разных пассажных уров-
нях для вирусологических исследований.

2. Установлена пермиссивность полученного клеточ-
ного штамма к вирусам блютанга, ЛДР, ЗУД, миксомы 
кроликов. Данная культура клеток оказалась нечувстви-
тельной к возбудителям АЧЛ, АЧС и фибромы Шоупа.

3. Методом ПЦР подтверждена таксономическая 
принадлежность полевых изолятов вирусов ЗУД 
и фибромы Шоупа, используемых в эксперименталь-
ной работе с культурой клеток летучей мыши.

4. Репродукция возбудителей трансмиссивных 
болезней сельскохозяйственных животных в клет-
ках диплоидного штамма из тканей летучей мыши  
P. nathusii, обитающей и мигрирующей на террито-
рии европейской части Российской Федерации, сви-
детельствует о возможности вирусоносительства 
представителями указанного вида, а также их потен-
циальном участии в эпидемическом процессе в ка-
честве переносчиков вирусов из сопредельных с РФ 
территорий. Это, в свою очередь, позволяет говорить 
о роли данных животных в формировании природных 
резервуаров инфекций.
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