
ВЕТЕРИНАРНАЯ МЕДИЦИНА 
 

Вестник Алтайского государственного аграрного университета № 5 (139), 2016 117
 

 
 

ВЕТЕРИНАРНАЯ  
МЕДИЦИНА  

 
 
 
УДК 619.578.2         Р.З. Нургазиев, М.Т. Толубаева 

 R.Z. Nurgaziyev, M.T. Tolubayeva 
 

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ АДЕНОВИРУСОВ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА  
В ПЕРЕВИВАЕМОЙ КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК 

 
BOVINE ADENOVIRUS CULTIVATION IN A CONTINUOUS CELL CULTURE 

Ключевые слов: аденовирусная инфекция, 
крупный рогатый скот, телята, культура клеток, 
Vero, вирус, ЦПД, изолят, питательная среда, 
культивирование. 

 
Аденовирусная инфекция телят (англ. — Bovine 

adenovirae infection) — остропротекающая бо-
лезнь, преимущественно телят. Характеризуется 
поражением органов дыхания, пищеварения и 
конъюнктивитами. У взрослых животных протека-
ет обычно латентно. Возбудителем аденовирус-
ной инфекции является ДНК-геномный вирус, при-
надлежащий к семейству Adenoviridae, роду 
Mastadenovirus. Культура клеток — единственная 
биологическая система для репродукции аденови-
русов крупного рогатого скота (АВ КРС). Прове-
дена серодиагностика по респираторным инфек-
циям крупного рогатого скота. Приведены ре-
зультаты иммуноферментного анализа парных 
сывороток крови на выявление специфических 
антител к возбудителям аденовирусной инфекции, 
парагриппа-3, респираторно-синцитиальной ин-
фекции, инфекционного ринотрахеита и вирусной 
диареи. Представлены экспериментальные данные 
чувствительности аденовирусов на перевиваемой 
культуре клеток Vero. Для культивирования ис-
пользовали вирусную массу, приготовленную из 
носовых смывов. Микроскопированием ежеднев-
но исследовали зараженную культуру клеток и 
контрольную культуру. Дегенеративные измене-
ния в клетках наблюдали на 2-е сут. после зара-
жения. Цитопатическое действие вируса в клеточ-
ной культуре характеризовалось появлением 
округлых клеток и образованием участков, сво-
бодных от клеток. Клетки округлялись и собира-
лись в конгломераты. На 7-е сут. образовались 
«стерильные пятна», а в контрольной культуре 
клеток изменения не наблюдались. Таким обра-
зом, полученные результаты в ходе исследований 
свидетельствуют о возможности использования 
перевиваемой культуры клеток Vero. Также с 
помощью серологических исследований выявлено 
наличие антител к респираторным вирусам круп-

ного рогатого скота, что подтверждает циркуля-
цию этих вирусов среди поголовья КРС в живот-
новодческих хозяйствах. Результаты исследований 
свидетельствуют о циркуляции смешанной инфек-
ции, среди которых преобладают аденовирус и 
вирус парагриппа-3. 
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Bovine adenovirus (BAV) infection is an acute 

disease in calves mostly. The disease affects the res-
piratory and digestive systems, and causes conjunc-
tivitis. Adult animals usually have a latent form. The 
causative agent is a DNA genome virus belonging to 
the Adenoviridae family, the Mastadenovirus genus. 
Cell culture is the only biological system to repro-
duce BAV. Serodiagnosis of respiratory infections in 
cattle was conducted. The results of ELISA paired 
sera tests to detect specific antibodies to the path-
ogens of adenovirus infection, parainfluenza-3, res-
piratory syncitial infection, infectious rhinotracheitis 
and viral diarrhea are presented. The experimental 
data of adenovirus sensitivity in the passaged culture 
of Vero cells are discussed. The virus mass prepared 
from nasal washings was used for the cultivation. The 
infected and control cell culture were daily checked 
with microscope. Degenerative changes in the cells 
were revealed on the 2nd day after infection. The 
cytopathic effect of the virus in the cell culture was 
characterized by the appearance of rounded cells 
and the formation of the areas free of cells. Plaques 
formed on the 7th day; there were no changes in 
the control cell culture. The obtained results prove 
the possibility of using a continuous culture of Vero 
cells. The serological tests have revealed the pres-
ence of antibodies to the respiratory viruses in cat-
tle; that confirms the circulation of these viruses in 
the cattle herds on farms. The research results indi-
cate the circulation of mixed infections which are 
dominated by adenovirus and parainfluenza-3 virus. 
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Введение 
Аденовирусная инфекция крупного рогато-

го скота (аденовирусная пневмония телят, 
аденовирусный пневмоэнтерит телят) — остро 
протекающее заболевание молодняка сель-
скохозяйственных животных с поражением 
органов дыхания, пищеварения, лимфоидной 
ткани, конъюнктивитами [1]. Инфицированные 
телята отстают в росте, плохо наращивают 
мышечную массу [2]. 

Вирус относится к семейству Adenoviridae, 
роду Mastadenovirus. Вирионы вируса пред-
ставляют собой двадцатигранник кубической 
симметрии, лишенный суперкапсидной обо-
лочки диаметром 70-90 нм. Каждый вирион 
состоит из 252 капсомеров, из которых 240 
являются гексонами (капсомер в окружении 
шести капсомеров), 12 — пентонами (капсо-
мер в окружении пяти капсомеров) и длинно-
го отростка с утолщением на вершине. Ге-
ном аденовирусов содержит одну линейную 
молекулу двуспиральной ДНК [3, 4]. 

Выделение аденовируса у телят проводят в 
культуре клеток [5]. Для культивирования 
аденовируса крупного рогатого скота успеш-
но используются различные методы культи-
вирования: как первичные и перевиваемые 
линии клеток различных животных и челове-
ка, так и тканевые культуры. Так, из первич-
ных клеток аденовирусы культивируются на 
эпителиальных клетках почки теленка, тести-
кул бычка, овцы, легких эмбрионов коровы, 
обезьяны, кошки, морской свинки, куриных 
фибробластах, клетках амниона человека и 
др., из перевиваемых — на культуре клеток 
почек теленка — МДБК, ПТ-80, тестикул быч-
ка — ТБ, почки эмбрионов овцы, хомячка, 
диплоидных клетках фибробластов человека 
и т.д. Но на культуре клеток злокачественной 
опухоли человека Hela аденовирусы крупного 
рогатого скота не размножаются. Это явля-
ется их отличительным признаком от адено-
вирусов человека [6]. 

Длительность культивирования инфициро-
ванных клеток 10-12 дн. Размножение адено-
вирусов в культуре клеток сопровождается 
медленным развитием ЦПД. В процессе ЦПД 
аденовирусов в клеточном монослое отме-
чают округление клеток, повышение их све-
топреломляемости, образование внутриядер-
ных включений. Затем клетки постепенно 

группируются в конгломераты в виде гроздь-
ев винограда. За счет некротизации клеток в 
монослое образуются «стерильные пятна». 
ЦПД никогда не приводит к полному разру-
шению клеток. Окрашивание инфицированно-
го монослоя позволяет выявить в клетках ба-
зофильные внутриядерные включения. При 
отсутствии ЦПД на протяжение 4 дней дела-
ют 2-3 слепых пассажа с интервалом 3-4 дн. 
На третьем пассаже срок наблюдения удли-
няют на 10-15 дн. [7]. 

Увеличение продукции вируса представля-
ет собой большой практический интерес, 
особенно при массовом производстве вирус-
ных препаратов. Изучению влияния различных 
факторов на репродукцию вирусов и накоп-
ление вирусных антигенов в культуре клеток 
посвящены многие исследования. Оказалось, 
что это зависит от ряда условий, оптимизация 
которых имеет важное технологическое зна-
чение. Успех культивирования вирусов преж-
де всего зависит от удачного выбора клеточ-
ного субстрата [8].  

Цель исследования — провести мониторинг 
распространения респираторных инфекций, 
выявить и изучить рост полевых изолятов 
аденовируса КРС на перевиваемой культуре 
клеток Vero, время проявления ЦПД и уста-
новить титр вируса. 

 
Материалы и методы 

Работа выполнялась в лаборатории виру-
сологии и биотехнологии Кыргызского науч-
но-исследовательского института ветеринарии 
им. А. Дуйшеева.  

Материал для исследований отбирали у те-
лят с клиническими признаками респиратор-
ных инфекций. Патологическим материалом 
служили сыворотка крови и носовые смывы. 
Собранный материал исследовали с помо-
щью иммуноферментного анализа. Пробы, 
давшие положительный результат, культиви-
ровали на культуре клеток. В качестве си-
стемы для культивирования использовали пе-
ревиваемую линию культуру клеток Vero — 
почки зеленой мартышки. Клетки Vero отмы-
вали от сыворотки. Культуру клеток инфици-
ровали вируссодержащим испытуемым ма-
териалом в дозе 200 мкл. Для контакта виру-
са с клетками вируссодержащую массу ин-
кубировали в термостате при температуре 
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37°С. Далее удаляли посевной материал и 
вносили поддерживающую среду. Заражен-
ную и контрольные культуры инкубировали в 
термостате при 37°С. Культуры исследовали 
ежедневно в течение 11 дней.  

 
Результаты исследований и обсуждение 
С помощью иммуноферментного анализа 

в патологическом материале были выявлены 
специфические антитела к возбудителям аде-
новирусной инфекции, парагриппа-3, респи-
раторно-синцитиальной инфекции, инфекци-
онного ринотрахеита и вирусной диареи. Ис-
следовали парные сыворотки крови у невак-
цинированных животных на вышеуказанные 
инфекции. Результаты исследований показа-
ли, что в настоящее время респираторные 
заболевания крупного рогатого скота имеют 
широкое распространение. Этиология массо-
вых респираторных болезней телят является 
многофакторной. Из данных таблицы следу-
ет, что респираторные инфекции в некото-
рых случаях встречаются в ассоциации. Ре-
зультаты исследований сыворотки крови 
крупного рогатого скота свидетельствуют о 
преобладании аденовирусной инфекции и па-
рагриппа-3. 

С учетом того, что респираторные болез-
ни среди телят имеют полиэтиологичный ха-
рактер, при проведении профилактических 
мероприятий необходимо учесть этот фак-
тор. В нашем случае можно было использо-
вать двухвалентную вакцину, против адено- и 
парагриппа-3. 

Для последующего культивирования ви-
руссодержащего материала была отобрана 
проба, давшая положительный результат на 
аденовирусную инфекцию. Использовали 
культуру клеток Vero. Перевиваемую куль-
туру клеток Vero выращивали в питательной 

среде с добавлением 5% фетальной сыво-
ротки и антибиотика в пластиковых матрасах 
(75 см2). Оценку качества клеток и плотности 
монослоя определяли микроскопированием. 

Суспензию готовили из биоматериала но-
совых смывов. Культуру исследовали еже-
дневно. При микроскопировании зараженных 
культур различные дегенеративные измене-
ния в клетках наблюдали на 2-е сут. после 
заражения. Цитопатическое действие (ЦПД) 
вируса в клеточной культуре характеризова-
лось появлением округлых клеток и образо-
ванием участков свободных от клеток. 

Уже на вторые сутки наблюдали ЦПД на 
30% поверхности посевного материала. 
Клетки начали округляться и собираться в 
конгломераты. Образование «стерильных пя-
тен» наблюдали на 7-е сут. и ЦПД 60%. 

На 10-е сут. площадь «стерильных пятен» 
увеличилась, образованные конгломераты 
были в виде гроздьев винограда. 

На 11-е сут. были четко видны конгломе-
раты. Площадь ЦПД составила 80% поверх-
ности культуры. На 11-е сут. зараженную 
культуру клеток консервировали и в даль-
нейшем использовали для ПЦР.  

Монослой перевиваемых клеток наступал 
на 5-6-е сут. Перевиваемые линии клеток 
Vero оказались чувствительными. Цитопати-
ческие изменения наблюдались в виде собра-
ния пораженных клеток и конгломератов, 
напоминающих «гроздья винограда» и после-
дующее отторжение их от стекла. Vero было 
более чувствительной, вирус размножился 
характерным изменением клеток. Полевые 
изоляты с 1 пассажа вызывали характерные 
для аденовирусов внутриклеточные измене-
ния в культуре клеток. Выделенные изоляты 
хорошо репродуцировались в клетке Vero, и 
титр достигал до 4,5 lоg ТЦД 50/мл. 

Таблица  
Результаты исследования патологического материала (сыворотка крови) от телят  

методом иммуноферментного анализа 
 

№ 
Идентификационный 

номер/возраст 
Инфекционный 
ринотрахеит 

Вирусная 
диарея 

Вирусная респираторно-
сицитиальная инфекция 

Пара-
грипп-3 

Аденовирусная 
инфекция 

1 64/8 мес. − − − − −
2 62/9 мес. − − + + + 
3 68/9 мес. − − − + + 
4 72/5 мес. − − − − + 
5 70/5 мес. − − − − −
6 89/3 мес. − − − − + 
7 79/4 мес. − + + + + 
8 1/2 мес. − − − − + 
9 85/3 мес. − − − − + 
10 78/3 мес. − + − + + 
11 87/2 мес. − + + + + 
12 83/3 мес. − − − − + 
13 75/4 мес. − − − − + 
14 7/1 мес. + + + + + 
 Кол-во полож. 1 4 4 6 12 
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Рис. 1. ЦПД на 2-е сут. 
 

  
 

Рис. 2. 7-е сут.   
 

 
 

Рис. 3. 10-е сут. 
 
Таким образом, полученные результаты 

по изучению изменения перевиваемых клеток 
для выделенных изолятов показали их пато-
генные свойства в отношении зараженной 
культуры клеток. Вирус репродуцировался с 
высоким титром 4,5 logТЦД 50/мл, хорошо 
накапливался на перевиваемой культуре кле-
ток. 

Перевиваемая линия клеток, инфицирован-
ная изолятом, в каждом препарате имела 
клетки с ядрами, заполненными мелкими зе-
леными гранулами.  

 
 

Рис. 4. 11-е сут. 
 

Как отмечали ранее, перевиваемая линия 
клеток Vero оказалась чувствительной. Ин-
фицированные изолятом клетки были на раз-
личных стадиях формирования включений: в 
ядрах мелкие гранулы, в ядрах центроядер-
ное включение, в ядрах несколько крупных 
включений. Как показали результаты наших 
исследований, полевые изоляты при пассиро-
вании в культуре клеток Vero проявили ЦПД 
на протяжении нескольких пассажей и обна-
ружение внутриядерных включений. 

Включения, образующиеся при репродук-
ции изолятов, были сходны между собой и не 
отличались от описаний в литературе. Вначале 
они были в ядре небольшими и многочислен-
ными группами, а затем увеличивались в 
размере. В отличие от многих исследовате-
лей при репродукции изолятов нами не были 
выявлены включения других типов аденовиру-
сов. 

Таким образом, аденовирусы крупного 
рогатого скота (выделенные изоляты) не раз-
личаются по морфологии включений. 

 
Вывод 

Результаты исследований с помощью 
ИФА показали наличие респираторных ин-
фекций, среди которых преобладают адено-
вирус и вирус парагриппа-3. 

Полученные результаты изучения поле-
вых изолятов позволяет нам однозначно де-
лать выводы, что для дальнейшего культиви-
рования и накопления вируса перевиваемая 
линия клеток Vero является оптимальной. 
ЦПД проявилось характерным изменением 
клеток уже на 2-е сут. Титр вируса достигал 
4,5 lоg ТЦД 50/мл. В дальнейшем считаем 
необходимым изучение иммунобиологиче-
ские свойства выделенных изолятов, таких как 
гемагглютинирующие терморезистентности, 
культуральные свойства, для изготовления 
вакцины против наиболее распространенных 
респираторных вирусов. 
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НОВЫЕ КОМПЛЕКСНЫЕ ПРЕПАРАТЫ НА ОСНОВЕ КРОВИ МАРАЛА  
И БИОСУБСТАНЦИЙ ИЗ ПАНТОВ И ВТОРОСТЕПЕННОЙ ПРОДУКЦИИ ОЛЕНЕВОДСТВА 

 
NEW COMPLEX PREPARATIONS BASED ON MARAL BLOOD AND BIOLOGICAL SUBSTANCES 

FROM VELVET ANTLERS AND SECONDARY PRODUCTS OF DEER BREEDING 

Ключевые слова: панты, хвостовые железы, 
половые органы маралов, сухожилия, фермен-
тация, папаин, пепсин, экстракция, ультразвук, 
биохимический состав. 

 
Представлены результаты разработки техноло-

гии производства комплексных препаратов на ос-
нове крови марала и биосубстанций из пантов и 
второстепенной продукции оленеводства. Прове-
ден анализ биохимического состава полученных 
образцов. В результате анализа биохимического 
состава и тонизирующего действия полученных 
препаратов было установлено, что наивысшим 
тонизирующим эффектом обладает образец с 
биосубстанцией из половых органов. Образцы с 
биосубстанциями из сухожилий, хвостов и эмбри-
онов практически не влияют на физическую вы-

носливость, но при этом значительно усиливают 
биосинтетические процессы в мышечной ткани. 
Это позволяет предположить, что тонизирующее 
действие указанных средств носит долгосрочный 
характер и не успевает проявиться за короткий 
промежуток времени. Препарат с биосубстанци-
ейиз пантов не оказал влияния на физическую вы-
носливость и биосинтетические процессы, что 
свидетельствует о его слабом тонизирующем 
действии. Высокие биохимические показатели 
препаратов с биосубстанциями из пантов и второ-
степенной продукции пантового оленеводства, а 
также наблюдаемый тонизирующий эффект поз-
воляют рекомендовать их к применению, а их 
большое разнообразие позволит подобрать под-
ходящий продукт индивидуально для каждого по-
требителя. 




