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ВВЕДЕНИЕ

Л а б о р а то р н а я  д и а г н о с т и к  гер п е св и р у сн ы х  инфекций с  и сп о л ь ­

з о в а н и е м  к л еточ н ы х  к у л ь т у р  -  эт о  один из осн овн ы х м ето д о в  в 

п р а к т и ч еск о й  р а б о т е ,  т а к  к а к  м ор ф ологи чески е и зм е н ен и я , вы я в­

ляем ы е в  зар аж ен н ы х к у л ь т у р а х , я в л я ю т ся  сп ец и ф и чески м и .

Одни штаммы ви р у с о в  г е р п е с а  вы зы ваю т о б р а зо в а н и е  г и г а н т с к и х  

си н ци ти альн ы х к л е т о к , д р у ги е  -  о к р у гл ен и е  и о б р а зо в а н и е  к л е т о ч ­

ных к о н г л о м е р а т о в . Очаги ш т ш а т и ч е о к с т о  д е й с т в и я  ви р у со в  п р оя­

вл я ю тся  в  вило гл а д к и х  окр углы х к л е т о к ,  зн а ч и т е л ь н о  у вели чен н ы х 

в  р а з м е р е . С п ектр  клеточн ы х к у л ь т у р , и сп о л ьзу ем ы х  д л я  и зу ч ен и я  

ви р у с о в  группы  г е р п е с а ,  по данным л и т е р а т у р ы , д о с т а т о ч н о  обши­

р е н . Широко прим еняю тся к а к  вер ви ч н о -тр и п сзш и аи р о ьан н н е  к у л ь т у ­

ры , подучен ны е и з  р азли чн ы х о р га н о в  и т к а н е й  ч е л о в е к а  и ж и во т­

ны х, т а к  и п ер еви ваем ы е линии к л е т о к  -  СП Зб, СОД, D - 6 ,  Не L a  и 

д р у г и е .

Для д и а гн о ст и к и  ц и то м ега л о ви р у сн о й  инфекции (Д М В ), в  о с н о в ­

н ом , и с п о л ь зу ю т с я  первичны е и диплоидны е к у л ьту р ы  к л е т о к  ч е л о ­

в е ч е с к о г о  п р о и сх ож д ен и я , а  п ер еви ваем ы е к л еточн ы е л и н и и , по д а н ­
ным л и т е р а т у р ы , м а л о ч у в ст в и т е л ь н ы  и д л я  н акоп л ен и я в и р у сн о г о  ан ­

т и г е н а  н еп р и год н ы , ч т о  п об у ж дает  и с с л е д о в а т е л е й  п р о во д и т ь  п о с т о ­

янный п о и ск  новы х к у л ь т у р .
С целью  о т б о р а  н а и б о л е е  опти м альн ы х к л еточ н ы х  к у л ь т у р  д л я  н а­

коп лен и я г е р п е с в и р у о о в  были и зучен ы  к л еточ н ы е линии, и штаммы 

к оллекц и и  н и зк о т е м п е р а т у р н о го  б а н к а -м у зо н  Е к а т е р и н б у р г с к о г о  НИИ 

ви русн ы х инф екций.

Н астоящ ие м е т о д и ч е с к и е  реком ен дац и и  обобщают данны е л и т е р а ­

туры и со б ст в ен н ы й  опыт д о  и сп о л ь зо в а н и ю  кл еточ н ы х к у л ь т у р  в 

л аб о р ато р н о й  д и а г н о с т и к е  инф екций, вы зы ваем ы х ви р усам и  группы  

г е р п е с а .  Описаны м етоды  вы делен и я в и р у с о в  п р о с т о г о  г е р п е с а  и ц и - 

т о м е г а л о в и р у с а , а  такж е прямой и непрям ой ям цуноф кю оресцентаой 

м и кроскопи и  д л я  и х индикации в  к л ето ч н о й  к у л ь т у р е .

3



I *  Методы лабораторной ди агн ости ки  о и сп ользован и ем  
клеточных культур

I .  Выделение в и р у са .

Для выделения ви р у са  п р о сто го  г е р п е с а  (ВИ Г) и спользую т пер­
вичные культуры  ф ибробластов эмбриона ч е л о в е к а  (Ф ЭЧ), диплоид­
ные клетки  л е г к о г о  эмбриона ч е л о ве к а  (ЛЭЧ) р перевиваемые» клетки  
почки зелен ой  мартышки ( V e r o ) ,  Для изоляции ц и том егаловяр уоа 

пригодны культуры  ФЭЧ, ЛЭЧ и перевиваем ы е клетки  RD •
Для работы обычно и спользую т 3 6 -4 8 -ч а с о в у ю  клеточную  к у л ь­

туру о полностью  сформированным моноолоем. Конкротные свед ен и я  
по культивированию  и контролю к а ч е с т в а  к л е т о к  для ви р у со л оги ч е­
ски х  и сследован и й  изложены в  "М етодических реком ендациях по 
стан дар ти зац и и  работы  о клеточными культурами для ви р у со л оги ч е­
ски х  и ссл ед о ван и й " (С в е р д л о в с к , 1 9 9 0  г . ) .

Перед заражением лмвают среду р о с т а , монослой к л ет о к  промы­
ваю т подогретым до 3 7 °С р аство р ом  Х ен к са  или средой поддержания. 

В каждую пробирку в н о с я т  по 0 ,1  мл и ссл ед у ем о го  м атер и апа в р а з ­
ведении 1 : 1 0  и оставля ю т е г о  н а 6 0  мин при 3 7 °С  для к о н т а к т а  о 
к л етк ам и , п осл е  ч е г о  сл и ваю т, а  в пробирки в н о с я т  ср ед у  поддер­

жания и помещают их в т е р м о с т а т . Наблюдение з а  клеткам и в е д у т  

е ж есу то ч н о , до н аступ лен и я деген ераци и  в  контрольной к у л ь т у р е . 
Наибольший и н тер ес п р едставляю т к л е т к и , в  которы х ц и то п ати ч ео - 
кое  д е й ст ви е  (ЦПД) п р о я вл я е т ся  на 3 - 5  сутки  с  момента зар аж ен и я.

Для приготовления ан т и ге н а  ви р ус вн о с я т  с  м нож ественностью  
зараж ения 0 , 0 1 - 1 , 0  TUI^qA u i* Через 4 - 6  ч а со в  поело зараж ения 
происходит набухание яд ер  и ядрышек к л е т о к , а  ч е р е з  24 ч а с а  о т ­
м е ч а ет ся  нарушение структур ы  монослоя и п ер ер асп р едел ен и е хрома­
тина я д е р . В отдельны х к л е т к а х  обр азую тся вклю чения. ЦДД проя­
в л я е т с я  ч е р е з  2 4 - 4 8  ч а со в  о момента зар аж ен и я, монослой разруш а­

е т с я .  Клетки в п р о ц е ссе  деген ераци и  р асп о л агаю тся  отдельными 
группам и, формируя небольшие си м лласты . Вирус п р о сто го  г е р п е с а  
вы зы вает  маргиналию хром атина ядер  и фрагментацию ядрышек, р а з ­
режение и лизис цитоплазмы к л е т о к . Ч ерез 7 2  ч а с а  н а с т е к л е  о с т а ­
е т с я  лишь отдельны е клетки  с  поздней стад и ей  д еген ер ац и и .

Репликативный цикл ЦМВ д л и т е л ь н е е , чем ВИГ. При вн есен и и  
вируссодерж ащ его м атер и ала изменения м онослоя наблюдаются ч е р е з  
7 2 - 9 6  ч а с о в  и выражаются в  появлении ги га н т ск и х  к л е т о к  ш арооб-
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разной формы с  типичными эозинофильными включениями, занимаю­
щими значи тельную  ч а с т ь  я д р а , Ядеркые включения окружены с в е т ­
лым ободком , ч то  придает к л ет к е  ви д "п т и ч ь е го  г л а з а " .  Формы 
таки х "ц и т о м о га д о в" различны : окр углы е, о вал ьн о -вы тян у ты е, яйце­
о б р азн ы е, ч то  с в я за н о  со  ск ор о стью  размножения в и р у са . Ч ерез 
9 6  ч а со в  внутриядерные включения вакуоли зи рую тся и р а сп а д а ю т ся , 

н ач и н ается  кл еточ н ая д естр у к ц и я .
Нередко для выделения инфекционного ви р у са  необходимо п р ове­

дение х о т я  бы о д н о го -д ву х  "сл е п ы х " пассаж ей  ви р у са  в к у л ь ту р е , 

прежде чем инфекционная а к т и в н о ст ь  порсистирующего в и р у са  проя­
ви т ся  в  виде типичного ц и го л а ти ч еск о го  д е й с т в и я .

2 ,  Метод иммуноФлюоресиенпии ( ИФ).

Этот м етод я в л я е т с я  одним из эксп р ессн ы х м етодов л аб ор ато р ­
ной д и а гн о сти к и , обладающий рядом преим ущ еств: д о ста то ч н о  п р о с т , 

п о зв о л я е т  с о к р а т и т ь  сроки и ссл ед о ван и я  в  3 - 5  р а з ,  пс сравнению  
с общепринятым. По ч у встви тел ьн о сти  и специфичности не у с т у п а е т  
другим .

Иглмунофлюоресцентный м ето д  и с п о л ь зу е т с я  в  следующих осн ов­
ных в а р и а н т а х : прямой, непрямой, непрямой м ето д  с  добавлен и ем  
ком плем ента и "интенсивны й" м етод флюоресцирующих ан ти тел  ( в а ­
риант непрям ого м е т о д а ) . Чаще в с е г о  применяют первые д в а  вари ­
а н т а .

Прямой м ето д  ш лотоалю ореоцен пи и . Реакцию иммунофлюоресцен- 
ции с т а в я т  по м етоду К у н са . П риготовление "к л ето ч н ы х " т е с т -п р е ­
п ар атов осущ ествляю т следующим об р азо м : культур у к л е т о к  р азл и ­
ваю т по I  мл в пробирки с  покровными стек л ам !! и инкубируют при 

3 7 °С . П осле формирования м онослоя к летки  промываю? дважды с т е ­
рильным р аствор ом  Х ен кса и зараж аю т вяруссодержащим м атериалом 

в объеме О Д  мл в разведен и и  1 : 1 0  или вирусами БПГ и ЦМВ в  д о­
з е  0 , 0 1 - 1 , 0  ТЦД^о/кл. Ч ерез 24 ч а с а  инкубирования при 37°С  с т е ­
кла и зв л ек а ю т , ополаскиваю т в ф изиологическом  р а с т в о р е , подсу­

шивают, фиксируют охлажденным ацетоном  в  течен и е 1 0  минут и 
монтируют н а предметном отек л о  о помощью лейкопласты ря*

П риготовленные таким обр азом  т ест -п р еп а р а ты  и спользую т к а к  
д л я  п р ям ого, га к  и непрям ого вар и ан тов ИФ. В первом сл у ч а е  непо­
ср е д ст ве н н о  на т е ст -п р е п а р а т ы  н а н о ся т  люмйнесцирукздв иммуно­

глобулины к  БПГ. или ЦМВ в  рабочем  р а зв е д ен и и , указан н ом  н а э т а -  
к о т к е , помотают их в о  влажную камеру и выдерживают при 3 7 с С



3 0  минут, затем  дважды по 1 0  минут промывают охлажденным з а б у -  
ференным физиологическим раотвором (pH 7 , 2 - 7 , 4 ) ,  ополаскивают 
ди отллир ован н ой  водой и подсушивают.

При непрямом вар ианте вн ачале н ан осят исследуемую сыворот­
к у , а  на втором этап е использую т ФИТЦ -  конъюгаты против иммуно­
глобулинов ч ел о век а  или животных, выпускаемые Институтом эпиде­
миологии и микробиологии мм.Н .Ф .Гамалеи РАМН.

Окрашенные препараты просматривают в  люминесцентном микро­
скоп е “Люмам" (фильтры Ф С -2, С ЗС -7, B B - I 5 ,  запирающий №2, объек­
тив МИх90, окуляр х 4 ) , и сп ол ьзу я  масляную (диметилф талат) или 
водную иммерсию -  объектив ВИх70. Интенсивность флюоресценции 
в препаратах оценивают по общепринятой четы рехкреотовой ш кале:
4  -  (++++) -  сияющая флюоресценция включений;
3  -  (+++) -  яркая флюоресценция включений;
2 -  (+ + ) -  отч етл и вая  флюоресценция включений меньшой яр к о сти ;
I  -  (+ )  -  с л а б а я , н еотчетли вая флюоресценция.

При оценке р е зу л ь т а т о в  учитывают лишь клетка о сохраненной 
структурой (я сн о  различимыми ядром и цитоплазмой) и отчетливой 
ж ел то вато-зел ен ой  специфической флюоресценцией в виде грануляр­
ных включений в ядре или диффузным свечением  цитоплазмы на 2+-. 
При отрицательном р е зу л ь т а т е  наблю дается сл аб ое  ж елтоватое (фо­
н овое) свечен и е н а  1+ и м ен ее .

П. Х арактери сти ка клеточных к у л ьту р , рекомендуемых 
для и спользования

I*  Первично-тридоинизированные культуры.

Первично-трипсинизированные культуры являю тся доступным с у б -  
отратом  для выделения и накопления ВПГ и ПМВ.

В  таблице I  и 2 представлены  р езу л ьтаты  оценки ч у вст в и т е л ь ­
ности эти х культур к  указанным вирусам с  помощью м етода иммуно- 
флюоресценции»
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Таблица I
Чувствительность к ВПГ первично-трипсинизирова!тшс 
культур клеток человеческого и животного происхождения

Клеточная
культура

Время 
прояв­
ления 
ППД , 
(час)

Титр
вируса

(
. . .. мл). _

Выявление вирусного Кратность 
антигена в ИФ(час) пассиро-

12 24 48
ашлпп

I 2 3 4 . 5 6 ( 7

ФЭ Ч-фиброблас та 
мышечной ткани 
эмбриона челове­
ка 24 5,0-3,5 +

++
я

-Н'Ь+
я ц I пассаж

ЛЭЧ-клетки лег­
кого эмбриона 
человека 2 0 -2 2 5,5-6,0 +

•ьь
я

+-М*
я ц 4 пассажа

ПЭЧ-клетки поч­
ки эмбриона че­
ловека 48 4,5-5,0 +

-н-
я

++ 
я ц о с

о 
Л
 со § 1

ФЭК-фибробласты 
эмбриона кур 48 4,0 +

+ f
я

++ 
я ц

3-4 пас­
сажа

ЛЭК-клетки лег­
кого эмбриона 
кролика 48 2,5-3,0 +

++
я

+++ 
я ц 2 пассажа

ПЭК-клетки по­
мочи ой ткани 
эмбриона кроли­
ка 24-36 3,0-3,5

++ 
я Ц 2 пассажа

СЭК-клетки сер­
дечной МЫШЦЫ 
эмбриона кроли­
ка 48 4,0-4,5 + ++ +++ 4 пассажа

МЭК-клэтки мыш­
цы эмбриона 
кролика 48 3,0-3,5 +

-и-
я

+++ 
я Ц 4 пассажа

ПТ-КЛвТКИ поч­
ки теленка 48 2,0-2,5 +

н-
я

+4*
я 3 пассажа

ЛЭТ-клвтки лег­
кого эмбриона 
те ченка 36-48 3,0-3,5 +

+
я

+4-
я ц 3 пассажа

СЭО-клетки сер­
дца эмбриона 
овцы 48 3,5

+
я

++
я 3 пассажа

ЛЭО-клотки лег­
кого эмбриона 
овцы 48 2,0-2,5

+
я

+4-
я 3 пассажа

Обозначение: участки локализации свечения - 
ц - цитоплазма, я - ядро.
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Таблица 2
Ч у встви тел ьн о сть  к  ЦМВ первично-трипсинизированны х 
культур

К леточная
к ультур а

Время
п рояв­
ления
ш д
( ч а с )

Титр ви ­
р у с а

Г ^ с /
мл)

Выявление ви р усн ого  К р атн ость 
ан ти ген а  в  И Ф (час) л а с с и р о -

1 2 2 4  4 8

ФЭЧ-фибробласты 
мышечной ткани 
вибриона чело­
в е к а 4 8 5 , 0 + ++

я  я  ц I  п ассаж

ЛЭЧ-клетки л е г ­
кого  эмбриона 
ч е л о в е к а 2 0 - 2 2 4 , 5 - 5 , 0 +

ы  -*++■ 2 - 3  п а о -  
я я ц саж а

2 .  Х ар ак тер и сти ка диплоидных клеточны х ш таммов, реком ендуе­
мых д л я работ ы с  НИР и ШИВ.

Штамм ПЭО-83 ( а . с .  1 3 0 4 4 0 3  о т  1 5 , 1 2 . 8 6 ) .
Штамм лолулэр евиваем ы х к л ет о к  почки эмбриона овц а (П ЭО-83) 

подучен в  лаборатории к л ет о ч к а х  ку л ьту р  ЕНШВ11,ко времени прове­
дения опытов прошел б о л ее  5 0  п а сса ж е й , Ц я то п атя ч еск я х  а г е н т о в  в 

к л ет к а х  но вы явлен о. К ультур а п р е д ст а вл ен а  полигональными к л е т ­
ками крупного р а зм е р а , с  выраженными границами и м елкозер н и стой  
цитоплазм ой. К р атн ость п р и р оста н а  4 - 5  су тк и  р о с т а  -  5 - 6  р а з ,  

митотический индекс н а 3 сутки  р о с т а  -  3 0 -4 0 5 » .
Доза п осад к и :
-  на пробирки -  9 0 - 1 0 0  т ы с *к л ./ м л ;
-  на м атрасы  -  5 0 - 6 0  т ы с .к л ./ м л .
Среда культи ви р ован и я: ом аоь с р е д  1 9 9  и Игла в  разны х коли­

ч е с т в а х , с  добавлен и ем  1% сы воротки крови КРС, А нтибиотики: п е­
нициллин, стрептомицин в д о зе  с о о т в е т с т в е н н о  ТОО и 5 0  йд/мл. 
Снятие к л е т о к  со  с т е к л а  п р оводят 0 ,0 2 #  р аство р ом  в е р о е и а .

При заражении к л ет о к  ПЭО-33 в  д о з е  0 , 0 1 - 1 , 0  ТЦД^д/кл. с п е ­

цифические включения вы являли сь в  ядре и ц и топлазм е ч е р е з  7 2  
ч а с а .  Чите ви р у са  с о с т а в л я е т  до 5 , 0  l g  T L I^ q/мл,

ШтаМ'-л Г|гЦ<-8€ ( а . с .  £ 4 4 5 9 8 3 7 / ? Q -I3  от  OT.Ofi.B H ,) .
Ы тнш  лолупероЕиназуы х к л о то к  новорож денного кролика и о д у -



чон в лаборатории клеточных культур  ЕНИИВИ. Культура п р ед став­
л я ет  собой плотный монослой полигональных к л еток  о выраженной 
стр уктур ой . Цитоплазма к л еток  с в е т л а я , с  мелкой зер н и тостью . Яд­
ра округлой формы, содержит 2 -6  ядрышек* К ратность прироста на 
3 -4  сутки -  4 , 5 - 5 , 0  р а з .  М итотическая ак ти вн о сть  п а  третьи  с у т ­
ки р о ста  -  30-34/5#.

Л оза п осадки : на матрасы -  6 0 - 8 0  т ы с .к л ./ м л ; на пробирки -  
1013-120 ты о .к л ./ м л .

Среда культивирования! см е сь  равных объемов ср ед  199 и Игла 
с  добавлением сыворотки КРС -  1С $. Антибиотики: пенициллин, 
стрептомицин в д о зе  со о т ве тст ве н н о  1 0 0  а  5 0  Ед/мл.

ВПГ штамм Л -2  разм н ож ается в  к л е т к а х , вызывая дегенерацию  
при первичном заражении ч ер ез 4 8  ч а с о в , а  при п асси р ован и и -чер ез 
24 ч а с а  после зараж ен и я. Титр инфекционной активности  ви р у са  с о ­
с т а в л я е т  до 3 , 0 - 4 , 0  l g  ТЦД^о/мл.

При иммунофоюоресцентном ан али зе к л ето к  ПНК-86 ч е р ез  24 ч а­
с а  после заражения антиген  ви р у са  оп р еделяется  в  5C# кл еток *

Штамм ИВО-88 -  полупетвиваемые клетки почки взрослой з е л е -

Подучен в лаборатории клеточны х культур  ЕНИИВИ и прошел бо­
лев 5 0  п ассаж ей . Культура формирует монослой полигональных к л е­
ток  с четкой структурой и мелкозернистой цитоплазмой* Ядра овал ь­
ные, содерж ат 3 - 5  ядрышек.

Д оза п осадки :
-  на пробирки -  I 0 0 - I I Q  т ы с*к л ./ м л ;
-  на матрасы -  5 0 - 6 0  т ы с.к л ./ м л *
Кратность р а с с е в а  1 : 5 - 1 : 6 .  Монослой формируется на 3 - 4  сутки  

р о с т а . Клетки снимают со  о тек л а  смесью  вербен -три пси н  в со о тн о­

шении 1 : 1 .
Среда культивирования: см есь  равных объемов ср е д  199  и Игла 

с  добавлением сыворотки КРС -  Ъ%9 Антибиотики -  по общепринятой 
с х е м е .

Культура ч у встви тел ьн а  к  Ш Г :т з т р  ви р у са  4 , 5 - 5 , 0  l g  йЩцо/мя*
Штамм ФЛЭЧ -  клетки Фибробл а ст о в  л е г к о г о  вмбпзона ч е л о в е к а ,
Подучен в  лабораторий клеточных культур ЕИИИВй и з ткачи л е г ­

кого 1 6 -т и  недельн ого эмбриона ч е л о ъ е к а . Клеточная к ультур а 
п р ед ставл яет  собой молпелой однородных ф ибробластопсдобьых кле­
т о к , обладающих ориентированным р остом . Цитоплазма с в е т л а я , с  
легкой  зер н и стостью . Ядра содерж ат от I  до 4 ядрышек.



Кариотип к л ет о к  с о о т в е т с т в у е т  клеткам  ч е л о в е ч е ск о го  проис­
хождения» 8?% к л ет о к  н а  2 5  п ассаж е оохраняют диплоидный набор 
хромосом» отн оси тельн ое кол и ч ество  к л ет о к  о аберрациями не пре­

вышало 3 ,5 - 4 # .  Клоткп свободны от  контаминирующих а г е н т о в , не 
обладают туморогенной акти вн остью ,

Л оза п осад к и :
-  н а  п р оби р ки -400 т ы с .к л ./ м л .;
-  на м а т р а с н -1 5 0 -2 0 0  т ы о .к л ./ м л .
К р атн ость прироста -  2 , 0 - 2 , 5  р а з а  на 4 - 5  су тк и  р о с т а . Мито­

т и ч еск а я  а к т и в н о ст ь  на 4  сутки  р о с т а  1 8 -2 0 # * .
Среда культи ви р ован и я: ср е д а  Игла с  добавлен и ем  10# сыворо­

тки КРС. Антибиотики -  пенициллин, стрептомицин по общеприня­
той с х е м е . Клетки снимают со  с т е к л а  см есью  р а ство р о в  в е р се н а  и 
трипсина в  соотношении 1 : 1 ,

К ультура ч у вст в и т е л ь н а  к ВПГ -  титр до 6 , 0  i g  ТЩ ^с/мл и 
ЦМВ -  ти тр до 5 , 0  i g

В таблицах 3  и 4  представлен ы  данные по ч у встви тел ьн о сти  к  
ВИГ и ЦМВ полулеревиваемы х клеточных к у л ьту р .

Таблица 3
Ч у встви тел ьн ость  к  ВПГ полуперевивавмых штаммов 
клеточных ку л ьту р

К леточная
к у л ьту р а

Время 
проявле­
ния ЦПД 
(ч а о )

Титр в и -

О *

Выявление ви русн ого 
н а в  ИФ ( ч а с ;

а н т и г е -

12 2 4 4 8

ПЭО-83 4 8 5 , 0 - + ++
я Я ц

ПНК-86 2 0 -2 2 4 , 0 + ++ +++•
я я ц

ПВО-8 8 3 6 - 4 8 4 , 5 - 5 , 0 + ++ +-Н-
я я ц

ФЛЭЧ 2 0 -2 2 4 , 5 - 6 , 0 + -и- +++
я я  ц я ц
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Таблица 4
Чувствительность к ЦМВ полуперевяваемых штаммов 
клеточных культур

Клеточная
культур а

Время 
проявле­
ния ЦПД 
(ч а о )

Титр в и - Выявление 
ге н а  в  ИФ

вирусного
(ч а о )

а н т в -

11и*5(/мл ' 12 24 48

ПЭО-83 96 5,0 - + ■н-
я

ФЛЭЧ 24-48 5,0 + •н- +++
я я д

3. Перевиваемые культуры плеток.
Культура клеток М>.
Получена из рабдосаркомы таза 7-летней девочки в 1968 г.

В ЕНИИВИ поступила из ВСКК (Институт цитологии РАН). В лабора­
тории прошла более 20 пассажей. Культура состоит из веретено- 
видных, полигональных и крупных многоядерных клеток. Ядра оваль­
ные, ядрышки мелкие, многочисленные. Цитоплазма светлая, мелко­
зернистая, границы клеток выражены нечетко.

Доза посадки:
- на пробирки - 100 тыс.кл./мл.;
- на матрасы - 50-70 тно.кл,/мл.
Клетки снимают со втекла смесью вероен-трилсин в соотноше­

нии 3:1.
Среда культивирования: омесь сред 199 и Игла в равных про­

порциях с добавлением 105? эмбриональной сыворотки коров.
Культура чувствительна к ВПГ - инфекционные титры до 6,0 lg 

ТЦД^о/мл и к ЦМВ - инфекционный титр до 5,0 lg ЩЦдо/мл.
Культура клеток ЕН.
Получена из ткани почки эмбриона человека. В ЕНИИВИ посту­

пила в 1969 году из МКИИВП; в лаборатории прошла более 100 пао- 
сажей. Клетки однородные, полигональные, границы четко выражены. 
Монослой плотный.

Доза посадки:
- на пробирки - 100 тыс. юг./мл}
- на матрасы - 40-50 тыс.кл./мл.
Среда культивирования: среда 199 о 7-105? сыворотки КРС, без 

антибиотиков.
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К р атн ость при роста 5 - 6  -  н а 4 - е  с у т к и .
К ультура ч у в с т в и т е л ь н а  к В1ГГ типа 2 :  титр -  до 4 , 0  i s  

м л.
Ку л ь т у m  к л ет о к  У его  .
Получена из почечной ткани аф риканской зелен ой  мартышки. В 

ЕНИИВИ п олучен а в 1 9 8 3  год у  и з ВСКК (И н сти тут цитологии РАН); в 

лабор атори й  прошла б о л е е  2 0  п а сса ж е й . Ф ибробластоподобные клетки  
о м елкозер н и стой  ц и топ лазм ой . В ход е  р о с т а  возможно обр азован и е 

трехмерных с т р у к т у р .
Д оза  п о сад к и :

- н а  пробирки -  1 0 0  т ы о .к л ./ м л ;
- н а  м атр асы  -  5 0  т ы о .к л ./ м л .

К р атн ость  п р и р оста 5 - 7  н а пятые с у т к и .

С реда кул ьти ви р ован и я : с р е д а  1 9 9  с  Ъ% К Р С ,б ез ан ти би оти ков.
К ультура ч у в с т в и т е л ь н а  к  ВПГ -  ти тр  6 , 5 - 7 , О l g  ТЦ Д ^/м л, к  

ЦМВ -  титр до 2 , 0 - 3 , 0  l g  Щ Д^д/мл.
К ультура к л е т о к  СОИ.
П олучена из тканей  се р д ц а  обезьян ы  ц и н о м ол ьгу с. В ЕНИИВИ по­

л у ч ен а  в 1 9 7 0  г о д у . К моменту и ссл ед о ва н и я  прошла б олее 1 0 0  п а с­

са ж е й . Клетки вы тянутой формы с  четкой  стр у к ту р о й .
Д о за  п о сад к и :
-  на пробирки -  I 0 0 - 1 2 0  т ы с .к л ./ м л ;
-  на м атрасы  -  5 0 - 7 0  т ы с .к л ./ м л .
К р атн ость  п ри роста -  4 - 5  н а 5  сутки  р о с т а .

Среда к у л ьти ви р ован и я : с м е с ь  ср е д  1 99  и Игла в  ранних объе­
мах с  добавленном  1С$ сы воротки КРС и ан тиби оти ков по общеприня­

той с х е м е . К ультур а ч у в с т в и т е л ь н а  к  ВПГ -  инфекционный ти тр  до 
4 , 5  1 g ТаДп д/ МЛ •

Ку л ь т у ш  к л е т о к  Т п у р у с-Х .
П еревиваемый штамм гетероплоидны х к л ет о к  почки т ел е н к а  полу­

чен в о  ВНИИ гриппа РАШ в  1 9 9 2  г .  До н ач ал а  опытов ку л ьту р а  про­
шла в  лаборатории ЕНИИВИ 8  п а сса ж е й .

Монослой полигональны х к л е т о к  с четк о й  ар хи тек то н и к ой . Цито­
п л азм а м е л к о зе р н и с т а я , с в е т л а я .  Ядра ок р у гл ы е, содержащие 2 - 4  
ядрышка.

Д о за  п о е зд к и :
-  н а пробирки -  4 5 0 - 5 0 0  т ы с .к л ./ м л ;
-  на м атрасы  -  2 5 0 - 3 0 0  т ы с .к л ./ м л .

К р атн ость  п ри роста н а 5 - 7  су тк и  -  2 ,  м итотический индекс
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на 3  сутки -  2 3 -2 5 & » .
Среда культи вирован и я: ср ед а  Игла МЕМ -  ЭС^, сы воротка КРС -  

1 0 # .Антибиотики -  по общепринятой сх е м е .
Клетки снимают со  о т е к л а  смесью  р а ство р а  химопсина и 0 ,0 2 #  

р аотвор а вв р се н а  в соотношении X флакон химопсина на 0 ,4  литра 
ва р о ен а .

Клетки чувстви тельн ы  к  ВПГ -  титр до 4 , 5 - 5 , 0  l g  ТЩ^^/мл и 
к ЦМВ -  титр до 5 , 0 - 5 , 5  l g  TUHq q/iwu

В таблицах 5 и 6 представлены  данные по исследованию  чу вст~  
вателънооти перечисленных выше клеточных культур к  ВПГ и ЦМВ,

Таблица 5
Ч увстви тельн ость к ВПГ перевиваемых культур к л ето к

Клеточная
культур а

Время 
проявле­
ния ЦПД 
(ч а о )

'ти тр  в и - Выявление 
в ИФ (чао

^ярусного ан ти ген а

12 24 48

вн
Vero
соц
Тауруо-1

48

24

2 4 -3 6

48

3 , 6 - 4 , 0

6 . 5 -  7 , 0  

4 , 5

4 . 5 -  5 , 0

+
Я
+
я
+
я

++
я
++ 
я ц
-*+ 
я ц
++ 
я ц

+++ Я ц
н +  

я  ц

я ц
+++ Я ц

Ч увстви тельн ооть к ЦМВ перевиваемых культур
Таблица 6

Клеточная
культур а

Время 
проявле­
ния ЦДД 
(ч а о )

Титр в и - Выявление' ви русн ого ан ти ген а 
в  ИФ (ч а о )1ЦДи Гу * 12 24 48

RD
Y«ro
Т ауруо-1

ЧЕр-2

-41

7 2

4 6 -7 2

4 8

7 2

9 6

5 , 0

2 . 0 -  3 , 0  

1 -2  

1 - 2

2 .0- 2 ,5

+Я *м* 
я  ц
+
я
+
я
*
я

+++
+++■ Я ц
++ 
я ц
++ 
я  ц
+
я
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Заключение

Проведенные исследован и я по анализу чувстви тел ьн ости  кле­
точных культур низкотем пературного бан ка -  т ^ з е я  ЕНИИВИ к ВИГ 
и UM3 позволяю т реком ендовать культуры к л е т о к , описанные в на­
стоящих реком ендациях, для лабораторной диагностики гер п ети че­
ской и цитомегаловирусной инфекций.

Ш ея отработанный в точение ряда л е т  опыт транспортировки 
клеточных культур на дальние р а ссто я н и я , Екатеринбургский НИИВИ 
может обесп ечи ть регулярн ое снабжение необходимыми культурами 
практических ви русологи чески х лабораторий Госком саиэпиднадзора 
и Минздравмадпрома Российской Федерации, что п озволи т в  и з в е с т ­
ной степ ен и  упрости ть и стан дар ти зи р овать  работу по дифференци­
альной ди агн ости ке заб ол еван и й , вызываемых вирусами группы гер п е­
с а .
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Отрывной лист у ч ета  эффективности использования 
методических рекомендаций

Направить в  отделение планирования и внедрения Екатеринбург­
ск ого  НИИ вирусных инфекций (6 2 0 0 3 0 , г.й к атер и н б у р г, у л .Л е т н я я ,2 3 )

1 .  Методические рекомендации: '’Клеточные культуры в диагностике 

вирусных инфекций, вызываемых вирусами группы гер п еса”

2 . Заместителем Председателя ПС СЭН РФ Оншенка Р Л ^ 2 В Л 1 . 9 4 г .
(кем и когд а  утверж ден;

(кем  и когда получен)

4« Количество центров госсанэпиднадзора в лечебно-профилактичес­

ких учреждений, которые внедрили методы» предложенные доку­

ментом ______ _______

5 .  Формы внедрения (семинары, подготовка и переподготовка сп е­

циалистов, сообщения и я р .)  и результаты  применения методов 

(коли чество наблюдений з а  1 год  и эффективность)

6 .  Замечания и пожелания

Подпись .________________________________________________
(должность,^Ф .И *0 . лица,~задолшгашвго к а р т у !
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