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ВИРУС SARS-COV-2: ВЫДЕЛЕНИЕ,  
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ, ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТЬ,  

ИНАКТИВАЦИЯ И ПАССИРОВАНИЕ 

Коронавирусы – это большое семейство РНК-содержащих вирусов, способных инфици ро-
вать человека и ряд видов животных. В настоящее время известно о циркуляции среди насе-
ления нескольких видов коронавирусов, которые, как правило, вызывают заболевания верх них 
дыхательных путей и легких со средней тяжестью. К этому списку прибавилась новая коро-
навирусная инфекция COVID-19 (SARS-CoV-2). Вирус быстро распространился во все страны 
мира. В последнее время в Казахстане данная инфекция наблюдается с ярко выраженной 
пневмонией среди населения. 

Следует отметить, что при работе с живым вирусом мы столкнулись с некоторыми 
вопросами касающихся биологической и физико-химических свойств вируса, которые остались 
вне внимания ученых мира. В связи с этим, в этих исследованиях нами были изучены некоторые 
физико-химические и биологические свойства казахстанского штамма вируса SARS-CoV-2, 

Проведены исследования по поиску дополнительных биологических моделей, чувствительных 
к вирусу SARS-CoV-2 и используемых in vitro. Установлено, наиболее чувствительными к вирусу 
SARS-CoV-2 были культуры клеток обезьян и свиней, в которых вирус активно репродуцировался. 

Были изучены влияние условий хранения образцов нуклеиновых кислот вируса SARS-
CoV-2, а также влияние условий окружающей среды к самому вирусу SARS-CoV-2. Результаты 
проведенных нами исследований показали, что процесс замораживания при температуре минус 
70оС и размораживания при комнатной температуре (20-22оС) не оказывает заметного влияния 
на качественный характер цитопатогенности, но оказывает негативное влияние на сохранность 
титра вируса. 

Данные о влиянии химических факторов при работе с возбудителями болезней необходимы 
для создания условий биологической безопасности для персонала и окружающей среды. В 
данном исследовании нами изучено влияние формальдегида к вирусу. Полученные результаты 
показывают, что инактивация вируса Sars-CoV-2 с помощью формалина зависит от концентрации 
формальдегида, температуры реакции, времени инкубации. 

Ключевые слова: SARS-CoV-2, культуры клеток, выделение, культивирование, термоста биль-
ность, инактивация, пассирование. 
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SARS-CoV-2 virus: isolation, growth, thermostability,  
inactivation and passages

Coronaviruses are a large family of RNA-containing viruses capable of infecting humans and a num-
ber of animal species. At present, several types of coronaviruses are known to circulate among the popu-
lation, causing diseases of the upper respiratory tract and lungs of moderate severity. The COVID-19 dis-
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ease has been added to this list. The virus has spread rapidly around the world. Recently in Kazakhstan, 
this infection has been observed with pronounced pneumonia among the population. 

It should be noted that when working with a live virus, we encountered some questions regarding 
the biological and physico-chemical properties of the virus, which remained outside the attention of 
world scientists. In this regard, in these studies, we studied some of the physicochemical and biological 
properties of the Kazakh strain of the SARS-CoV-2 virus.

Studies were conducted to find additional biological models sensitive to the SARS-CoV-2 virus and 
used in vitro. Of the 11 cell culture species tested, monkey and pig cells were found to be the most sensi-
tive to the SARS-CoV-2 virus, in which the virus was actively reproducing. 

We studied the effect of storage conditions of SARS-CoV-2 nucleic acid samples as well as the ef-
fect of environmental conditions on the SARS-CoV-2 virus itself. The results of our studies showed that 
freezing at minus 70 оС and thawing at room temperature (20-22 оС) had no appreciable effect on the 
qualitative character of cytopathogenicity but had a negative effect on the preservation of virus titer.

Data on the influence of chemical factors when working with pathogens are necessary to create 
conditions for biological safety for personnel and the environment. In this study, we studied the effect 
of formaldehyde on the virus. The results obtained show that the inactivation of the Sars-CoV-2 virus by 
formalin depends on its concentration, reaction temperature, and incubation time.

Key words: SARS-CoV-2, cell culture, isolation, growth, thermostability, inactivation, passages.
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SARS-CoV-2 вирусын оқшаулау, өсіру, термотұрақтылығы,  
инактивтендіру және пассаждау

Коронавирустар – адам мен жануарларда бірқатар ауру түрлерін тудыратын РНҚ-лы 
вирустардың үлкен тобы. Қазіргі уақытта адамдар популяциясында белгілі коронавирустың 
бірнеше түрі белгілі, олар, әдетте, жоғарғы тыныс жолдарының және орташа ауырлықтағы өкпе 
ауруларын тудырады. Бұл тізімге жаңа COVID-19 коронавирустық инфекциясы қосылды (SARS-
CoV-2). Вирус әлемнің барлық елдеріне тез таралды. Соңғы уақытта Қазақстанда бұл инфекция 
халық арасында айқын пневмониямен байқалады.

Айта кету керек, тірі вируспен жұмыс жасау кезінде біз әлем ғалымдарының назарынан тыс 
қалған вирустың биологиялық және физика-химиялық қасиеттеріне қатысты кейбір мәселелерге 
тап болдық. Осыған байланысты, осы зерттеулерде біз COVID-19 жаңа коронавирустық 
инфекциясымен ауырған науқас пациенттен оқшауланған SARS-CoV-2 вирусының қазақстандық 
штаммының кейбір физикалық-химиялық және биологиялық қасиеттерін, мысалы.

SARS-CoV-2 вирусына сезімтал және in vitro жағдайында қолдануға болатын қосымша 
биологиялық модельдерді іздеу бойынша зерттеулер жүргізілді. Тексерілген 11 жасуша 
дақылдарының ішінен SARS-CoV-2 вирусына ең сезімтал маймылдар мен шошқалардың жасуша 
культураларында екендігі анықталды, онда вирус белсенді түрде көбейтілді.

SARS-CoV-2 вирусының нуклеин қышқылдарының үлгілерін сақтау жағдайларының әсері, 
сондай-ақ SARS-CoV-2 вирусының қоршаған орта жағдайларының әсері зерттелді. Біз жүргізген 
зерттеулердің нәтижелері минус 70 оС температурада мұздату және бөлме температурасында 
еріту процесі (20-22 оС) цитопатогенділіктің сапалық сипатына айтарлықтай әсер етпейтінін, 
бірақ вирус титрінің сақталуына теріс әсер ететінін көрсетті.

Ауру қоздырғыштарымен жұмыс істеу кезінде химиялық факторлардың әсері туралы 
деректер персонал мен қоршаған орта үшін биологиялық қауіпсіздік жағдайларын жасау, 
сондай-ақ диагностикалық және профилактикалық мақсаттағы биологиялық препараттарды 
дайындау технологияларын жобалау үшін қажет. Бұл зерттеуде біз формальдегидтің вирусқа 
әсерін зерттедік. Нәтижелер SARS-CoV-2 вирусын формалинмен инактивациялау формальдегид 
концентрациясына, реакция температурасына, инкубация уақытына байланысты екенін көрсетеді.

Түйін сөздер: SARS-CoV-2, жасуша культуралары, оқшаулау, өсіру, термотұрақтылығы, 
инактивтендіру, пассаждау.
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Сокращения и обозначения

WHO – Всемирная организация здравоохра-
нения; 

АTCC – Американская коллекция типовых 
культур (Манассас, штат Виргиния, США); 

НИИПББ – Научно-исследовательский ин-
ститут проблем биологической безопасности 
(Гвардейский, Казахстан); 

DMEM – Модифицированная среда Дюль-
бекко; 

КРС – крупный рогатый скот; 
ЦПД – цитопатическое действие; 
ФБР – фосфатно буферный раствор

Введение

Коронавирусы – это большое семейство РНК-
содержащих вирусов, способных инфицировать 
человека и ряд видов животных [1-3]. У людей 
коронавирусы могут вызвать целый ряд заболе-
ваний – от легких форм острой респираторной 
инфекции до тяжелого острого респираторного 
синдрома [3, 4]. В настоящее время известно о 
циркуляции среди населения следующих коро-
навирусов: HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV, MERS-CoV, 
которые, как правило, вызывают заболевания 
верхних дыхательных путей и легких со сред-
ней тяжестью [5, 6]. К этому списку прибави-
лась новая коронавирусная инфекция COVID-19 
(SARS-CoV-2), которая была зарегистрирована в 
КНР в конце декабря 2019 года в Ухане. Вирус 
быстро распространился во все страны мира [7], 
и 13 марта 2020 года была впервые зарегистри-
рована на территории Республики Казахстан [8]. 
В последнее время в Казахстане данная инфек-
ция наблюдается с ярко выраженной пневмони-
ей среди населения (неопубликованные данные).

После появления высоко патогенного для че-
ловека нового коронавируса SARS-CoV-2 учены-
ми мира были получены данные о его происхож-
дении [9-11], распространении [12], эволюции 
[13, 14], генетики [15, 16, 17, 18], биологических 
[19], физико-химических [20] и патогенных свой-
ствах [21, 22], а также о патогенезе [23], методы 
диагностики и лечения вызываемой им заболе-
ванием [24]. Многие исследования, проводимые 
в странах мира, были направлены на разработку 
собственных вакцин для быстрого реагирования 
и ликвидации данной инфекции с последующим 
изучением их безопасности и иммуногенности 
на животных и людях. Казахстан также присту-

пил к разработке отечественных вакцин против 
новой коронавирусной инфекции, из которых 2 
вакцины находятся на I/II и III стадии клиниче-
ских испытаний, еще две проходят доклиниче-
ские испытания (данные неопубликованы). При 
разработке вакцины нами пришлось работать с 
живым вирусом SARS-CoV-2, который был вы-
делен от больного пациента, заболевшего новой 
коронавирусной инфекцией COVID-19. Работа с 
новым вирусом коронавирусной инфекции тре-
буют строгого соблюдения биологической безо-
пасности, опыта и новых знаний биологической 
особенности вируса SARS-CoV-2. Следует отме-
тить, что при работе с живым вирусом мы стол-
кнулись с некоторыми вопросами касающихся 
биологической и физико-химических свойств 
вируса, которые остались вне внимания ученых 
мира. В связи с этим, в этих исследованиях нами 
были изучены некоторые физико-химические и 
биологические свойства казахстанского штамма 
вируса SARS-CoV-2, выделенного от больного 
пациента, заболевшего новой коронавирусной 
инфекцией COVID-19, такие как термостабиль-
ность (сохраняемость), инактивация вируса раз-
личными концентрациями формальдегида при 
различных температурно-временных режимах и 
пассирование вируса в культуре клеток. 

Материалы и методы

Клинические образцы. В данной работе нами 
были использованы назофарингеальные смывы 
(мазки), полученные от 6 больных пациентов с 
диагнозом «SARS-CoV-2», получающих тера-
пию в городской инфекционной клинической 
больнице имени И. Жекеновой г. Алматы. Эти 
пробы были взяты медицинскими сотрудниками 
городской инфекционной больницы и переданы 
в лабораторию НИИПББ, соблюдая междуна-
родные и отечественные требования при транс-
портировке клинических образцов [25, 26, 27]. 
Эти образцы использовали в качестве источника 
возбудителя коронавирусной инфекции для за-
ражения культуры клеток с последующим выде-
лением данного вируса. 

Культуры клеток и питательная среда. В 
данной работе мы использовали перевиваемые и 
первичные линии культуры клеток, различного 
происхождения представленные в таблице 1, ко-
торые выращивали в соответствующих питатель-
ных средах, содержащих 10 % фетальной сыво-
ротки КРС и 200 мкг/мл стрептомицина, 200 Ед/мл  
пенициллина и 400 мкг/мл гентамицина.
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Таблица 1 – Клеточные линии приматов и других животных, использованные в исследовании

Название и происхождение клеточной 
линии Аббревиатура Источник клеточной 

линии Среда для клеточной линии

Клетки приматов
Почка африканской зеленой мартышки Vero WHO DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Почка эмбриона макаки-резус Ma-104 АTCC DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Почка эмбриона макаки-резус (клон Ма-
104) MARC-145 АTCC DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Клетки кошек
Почка кошки CRFK АTCC CCL-94 DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Клетки собаки

Почка щенка PK Внутренняя 
разработка (НИИПББ) DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Почка собаки Мадин-Дарби MDCK ВОЗ DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Клетки свиньи

Почка свиньи PK-15 Разработана в 
НИИПББ DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Эмбриональная линия привитых 
эпителиальных клеток почки свиньи SPEV

Московский НИИ 
вирусных препаратов 

(РФ)
DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Клетки хомяка
Фибробласт почки хомячка BHK21 АTCC CCL-10 DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Клетки кролика 
Почка кролика RK-13 АTCC CCL-37 DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
Клетки овцы

Почка ягненка LK Разработана в 
НИИПББ DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)

WHO = Всемирная организация здравоохранения. 
АTCC = Американская коллекция типовых культур (Манассас, штат Виргиния, США).
НИИПББ = Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности (Гвардейский, Казахстан)
DMEM = Модифицированная среда Дюльбекко 

Выделение вируса в культуре клеток. На 
монослой культуры клеток Vero, после удаления 
питательной среды, наносили кровь и суспензию 
смывов слизистой оболочки носовой полости 
больных в объеме 0.5 мл и выдерживали в тече-
ние 60 минут при температуре 37 оС. Затем ино-
кулят удаляли, монослой промывали в трех сме-
нах раствором PBS, вносили поддерживающую 
среду DMEM с фетальной сывороткой крови и 
продолжали культивирование при температу-
ре 37 оС с ежедневной микроскопией монослоя 
культуры клеток. Наличие вируса устанавлива-
ли по цитопатогенному действию в зараженных 
культурах клеток сравнительно с контрольной 
незараженной культурой клеток. В случае отсут-
ствия ЦПД в культуре клеток Vero, зараженной 

образцами биоматериалов, проводили «слепое» 
пассирование в течение не менее трех гене раций.

Культивирование вируса в различных куль-
турах клеток.

Для изучения чувствительности различных 
культур клеток к вирусу SARS-CoV-2 использо-
вали первичные и перевиваемые линии клеток, 
которые представлены в таблице 1. Перед за-
ражением удаляли питательные среды из куль-
туральных сосудов и вносили вирус со множе-
ственностью заражения 0,1 ТЦД50/кл в объеме 
по 0,5 мл на каждый сосуд и инкубировали при 
37,0±0,5 оС в течение 1 ч для адсорбции вируса. 
После адсорбции суспензию удаляли, вносили 
поддерживающую среду, содержащую 2% фе-
тальной сыворотки КРС, и инкубировали при 
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37,0±0,5 оС в течение 5 сут или до наступления 
90-100 % ЦПД вируса. Состояние монослоя кле-
ток для определения ЦПД вируса оценивали 
при просмотре культуральных сосудов под ин-
вертированным микроскопом Olympus CKX31 
(«Olympus Co.», Япония). При последующем 
пассаже культуры клеток инфицировали размо-
роженной вируссодержащей суспензией в объ-
еме 0,5 мл на каждый сосуд. О пермиссивности 
культур клеток судили по наличию цитопатиче-
ских изменений в монослое и изменению титра 
вируса в процессе пассирования. Инфекцион-
ную активность вируса определяли титрованием 
в 1-2- суточной клеточной линии VERO, выра-
щенной в 96-луночных микропланшетах. 

Адаптация вируса к культуре клеток 
При адаптации вируса к культуре клеток Vero 

применяли метод серийного пассирования. Куль-
туру клеток Vero выращивали в среде DMEM с 
10 % фетальной сыворотки КРС. При образова-
нии сплошного монослоя (через 24 ч) из куль-
туральных сосудов удаляли ростовую среду и 
вносили вирус со множественностью заражения 
0.1, 0.01 0.001 ТЦД50/кл в зависимости от пасса-
жа вируса в культуре клеток. Адсорбцию вируса 
проводили в течение 1 ч при 37,0±0,5 оС. После 
этого вносили поддерживающую среду, содер-
жащую 2 % фетальной сыворотки КРС. Инфи-
цированную культуру клеток инкубировали при 
37,0±0,5 оС в течение 5 сут или до наступления 
90-100 % ЦПД вируса. Затем культуру клеток 
и культуральную жидкость замораживали при 
–50,0±0,5 оС. При следующем пассаже, культуры 
клеток инфицировали размороженной вируссо-
держащей суспензией. Инфекционную актив-
ность вируса определяли титрованием в 1-2-су-
точной культуре клеток VERO, выращенной в 
96-луночных микропланшетах. Титр вируса рас-
считывали по методу Reed–Muench и выражали 
в lg ТЦД50/см3 (24). 

Сохраняемость вируса Sars-Cov-2 после 
трехкратного замораживания и оттаивания.

Исходный материал вируса Sars-Cov-2 с ти-
тром 5,66±0.28 lg TЦД50/мл аликвотировали по 
1 мл в 9 плотно закрытые 1,5-мл микроцентри-
фужные пробирки и замораживали при – 70 °C 
в течение 24 ч. По истечении этого времени, раз-
мораживали при комнатной температуре до пол-
ного оттаивания (однократное замораживание и 
оттаивание). После чего 3 пробирки с вирусом 
титровали в культуре клеток Vero по отдельно-
сти, для определения инфекционной активности. 
Оставшиеся 6 пробирок повторно замораживали 

при температуре – 70 °C в течение 24 ч (дву-
кратное замораживание и оттаивание). На сле-
дующий день оставшиеся 6 пробирок с вирусом 
размораживали при комнатной температуре. По-
сле полного оттаивания, 3 пробирки титровали в 
культуре клеток, оставшиеся 3 пробирки с виру-
сом вновь замораживали при – 70 °С до следую-
щего дня, с последующим титрованием вируса 
на культуре клеток Vero (трехкратное заморажи-
вание и оттаивание). 

Обработка формальдегидом
Инактивацию вируса формальдегидом про-

водили в закрытых стеклянных колбах. При 
этом, в опыте были использованы вирус с титром 
6.25±0.22 lg TЦД50/мл. Перед инактивацией ви-
руса готовили 3 % рабочий водный раствор фор-
мальдегида из 37% водного раствора формаль-
дегида. К вирусной суспензии добавляли 3 % ра-
бочий раствор формальдегида до концентрации 
0,05 % и 0,1 %. Далее вирусную суспензию ин-
кубировали при температурах (4-8)°С, (20-22)°С 
и (37±0,5) °С. Колбы с реакционной смесью по-
стоянно перемешивали с помощью магнитной 
мешалки со скоростью вращения 60-80 об/мин. 
Каждый час отбирали пробы, прекращали дей-
ствие инактиванта добавлением 25% раствора 
бисульфит натрия в концентрации пропорцио-
нальной по молекулярной массе формальдегиду, 
добавленному в биомассу и помещали в холо-
дильник при температуре 4-60 С. Инфекционная 
активность вируса определялась по общеприня-
той методике с учётом результатов титрования 
по методу Reed–Muench [28] и выражением в lg 
ТЦД50/мл.

Титрование вируса. Инфекционную актив-
ность вируса определяли методом титрований 
согласно методике Reed–Muench [28] в культуре 
клеток Vero, выращенной в 96-луночном культу-
ральном микропланшете. Вкратце, последова-
тельные 10-кратные разведения исходного мате-
риала вируса от 10-1 до 10-8 готовили в среде 
DMEM с добавлением 2% ФБР, 100 ед/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина, и 100 мкл 
разведенного вируса добавляли в каждую лунку. 
Клетки инкубировали при 37° С в атмосфере 5% 
СО2 в течение 7 дней, и наличие цитопатическо-
го эффекта оценивали с использованием инвер-
тированного микроскопа. Титр вируса рассчи-
тывали по формуле Reed–Muench, выражали в lg 
ТЦД50/мл.

Выделение РНК. РНК была извлечена из 
клинических образцов, а также из культураль-
ных пассажных материалов (1 и 2 пассажы) с 
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помощью QIAamp viral RNA mini kit (QIAGEN, 
Хильден, Германия) согласно инструкции произ-
водителя. 

RT-ПЦР в реальном времени. Для ампли-
фикации N гена вируса SARS-CoV-2 были ис-
пользованы следующие праймеры и зонд: N_
Sarbeco_F (cacattggcacccgcaatc), N_Sarbeco_R 
(gaggaacgagaagaggcttg) и N_Sarbeco_P (fam-
acttcctcaaggaacaacattgcca-bbq) [29]. Вирусный 
геном оценивали с помощью количественной 
ПЦР в реальном времени с использованием на-
бора Superscript® III Platinum One-Step RT-PCR 
System with Platinum™ Taq DNA Polymerase си-
стемы (Invitrogen, США) согласно инструкции 
изготовителя. Реакции проводили в термоцикле-
ре Rotor-Gene 6000 Series (Qiagen, Германия) по 
следующей программе: 1 цикл обратной транс-
крипции при 50ºC в течение 20 мин, 1 цикл 95ºC 
в течение 3 мин, затем 45 циклов 95ºC в течение 
15 с, 58ºC в течение 30 с.

Статистический анализ
Статистический анализ результатов ис-

следований проводили с использованием про-
граммы GraphPadPrism 6. Для всех данных 
была применена описательная статистика: 
подсчитаны средние значения (M), стандарт-
ное отклонение (SD) и стандартные ошибки 

среднего (SEM). Мы сравнили репликацию 
вируса SARS-CoV-2 в различных клеточных 
линиях с односторонним дисперсионным ана-
лизом ANOVA. 

Результаты

Выделение и идентификация вируса
Клинические образцы (мазки) собранные от 

шести пациентов были исследованы в ПЦР на на-
личие РНК вируса SARS-CoV-2 (табл. 2). Только 
в одном образце (назальный мазок) у пациента 
№1 был обнаружен вирусный геном (значение Ct 
25.4) на уровне положительного контроля (зна-
чение Ct 24.1). Во всех остальных клинических 
образцах обнаружены низкие уровни вирусного 
генома. Диапазон значений Ct остальных па-
циентов в крови было в пределах 34.1–40.1, а в 
мазках составляло 35.9–40.7 (результаты не по-
казаны). 

После заражения клиническими образцами 
культуры клеток был выделен вирус на первом 
пассаже только из назального мазка пациента 
№1. В других биологических образцах наличие 
цитопатогенного агента не удалось выявить в те-
чение 3-х последовательных пассажей (результа-
ты не показаны).

Таблица 2 – Результаты ПЦР-исследований и выделения вируса в культуре клеток

Пациент

Исходная проба Номера пассажей

Титр 
вируса, 
TЦД50/мл

 Ct зна-
чение

1 2 3 4 5
Титр 

вируса, 
TЦД50/мл

Ct зна-
чение

Титр 
вируса, 
TЦД50/мл

Ct зна-
чение

Титр 
вируса, 
TЦД50/мл

Ct зна-
чение

Титр 
вируса, 
TЦД50/мл

Ct зна-
чение

Титр 
вируса, 
TЦД50/мл

Ct зна-
чение

№ 1 1,66 ± 
0.28 25,4 2.75 ± 

0.25 17.3 4,58 ± 
0.14 15.4 5,41 ± 

0.28 13.3 5,66 ± 
0.28 13.1 6,08 ± 

0.38 13.2

На первом пассажном уровне цитопатиче-
ское действие вируса SARS-CoV-2 в культуре 
клеток Vero проявлялось, начиная с третьего 
дня после заражения. Со временем количество 
округляющихся и десквамируемых клеток уве-
личивается (рис.1б), на поверхности адгезии (в 
монослое культуры клеток) уменьшается ко-
личество распластанных клеток, формируются 
очаги пустоты, вследствие открепившихся кле-

ток (рис.1в) и увеличение межклеточного про-
странства при сравнении с контрольной культу-
рой (рис.1а). Полная деструкция монослоя по-
средством отслоения/десквамации пораженных 
клеток наступала в течение 48-72 часов после 
появления признаков цитопатологии. Наличие 
вируса SARS-CoV-2 дополнительно было под-
тверждено методом электронной микроскопии 
(рис. 1в). 
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Чувствительность различных клеточных 
линий к вирусу

В исследованиях были использованы 11 раз-
личных клеточных линий первичного и пере-
виваемого происхождения (таблица 1). В ре-
зультате исследований установлено, что из 11 
испытанных культур клеток наиболее чувстви-
тельными к вирусу SARS-CoV-2 оказались куль-
туры клеток Vero, MARC-145, МА-104, СПЭВ, 
РК-15. ЦПД вируса проявлялось в этих клетках 

через 24-48 ч и на 3-5 сут оно развивалось по 
всему монослою, поражая до 70-80 % клеток. 
Титр вируса в этих культурах клеток колебался в 
пределах 3,16-5,66 lg ТЦД50/см3 (рис. 2). Адапта-
ция вируса в культуре клеток Vero происходила 
более быстро, нежели в других чувствительных 
клеточных линиях. Культуры клеток МДСК, 
RK-13, ТЯ, ПЩ, ВНК-21, CRFK оказались менее 
или полностью не чувствительными к испытуе-
мому вирусу. 

Рисунок 1 – неинфицированные клетки Vero, б –клетки Vero, зараженные вирусом SARS-CoV-2,  
на 3 день после заражения вирусом, в – электронная микрофотография вируса SARS-CoV-2. 

Рисунок 2 – Чувствительность различных культур клеток к вирусу SARS-CoV-2. Для первичного заражения 
испытуемых культур клеток (MARC-145, Ma-104, CRFK, PK, MDCK, SPEV, PK-15, BHK-21, RK-13, LT) был 

использован вирус Sars-Cov-2 с титром 5,66±0.28 lg TЦД50/мл, а для Vero использован назофарингеальный мазок с 
титром 1,66±0.28 lg TЦД50/мл. Одиннадцать клеточных линий из различных тканей или органов обезьяньего, свиного, 
собачьего, кошачьего, хомячьего, кроличьего и овечьего происхождения заражали вирусом SARS-CoV-2 при 0,1 ТЦД50. 
Титры вирусных суспензии, наработанных в различных культурах клеток определены в культуре клеток Vero методом 

титровании на культуральных планшетах. Титр вируса показан в средних значениях со стандартным отклонением 
±SD. Статистическая значимость рассчитывалась с помощью однофакторного дисперсионного анализа ANOVA
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Последовательное пассирование вируса 
Sars-Cov-2 в клетках Vero

Клеточная линия Vero оказалась наибо-
лее восприимчивой к инфекции вируса Sars-
Cov-2 среди протестированных типов клеток 
позвоночных. Вирус Sars-Cov-2 был успешно 
пассирован путем переноса вирусной суспен-
зии в течение 100 пассажей при температуре 

инкубации 37 °С. При этом было установле-
но, что происходит адаптация вируса после 
каждого слепого пассажа в клетках Vero, со-
кращая начало срока цитопатического дей-
ствия и срока культивирования. К тому же не-
смотря на уменьшение дозы заражения, титр 
вируса увеличивался с каждым пассажем (та-
блица 3). 

Таблица 3 – Результаты адаптации вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток методом последовательных пассажей

Пассаж Доза заражения, 
TЦД50/мл

Начало срока 
проявление ЦПД, ч

Срок культивирования, 
ч

Инфекционный титр 
вируса, lg10 TЦД50/мл

1-5 0.1 72-96 165±5 4.66±0.28
5-10 0.1 72-96 148±5 6.61±0.23
10-20 0.01 72±5 120±5 6.75±0.21
20-30 0.01 48±2 72±5 6.75±0.21
30-40 0.001 36±3 48±3 7.25±0.18
40-50 0.001 24±3 36±2 7.00±0.10
50-100 0.001 24±3 36±2 7.25±0.18

Сохраняемость вируса Sars-Cov-2 после 1-, 
2- и 3 кратных замораживаний при темпера-
туре минус 70 °С и оттаивания при комнатной 
температуре (20-22 оС)

Результаты проведенных исследований по-
казали (таблица 4), что процесс замораживания 
при температуре минус 70оС и размораживания 
при комнатной температуре (20-22 оС) не оказы-

вает заметного влияния на качественный харак-
тер цитопатогенности вируса. Проявление ЦПД 
вируса в монослое клеток отмечался на 30-48 ч. 
Однако данный физический фактор оказывает 
существенное негативное влияние на сохран-
ность инфекционного титра вируса. При этом 
инфекционный титр вируса в культуральной су-
спензии снизился от 0,50 до 0,92 lgТЦД50. 

Таблица 4 – Сохраняемость вируса после воздействия физических факторов

0* 1* 2** 3***
Инфекционный титр вируса, lg TЦД50/мл 5,66±0.28 5,16±0.23 4,91±0.18 4,74±0.11

Проявление ЦПД вируса в монослое, час 30-48 30-48 30-48 30-48

Потеря инфекционного титра вируса - 0.5 0.75 (0.25) 0.92 (0.17)
 Примечания: 
0* – исходный титр вируса до замораживания
1* – титр вируса после однократного замораживания при минус 70ºС и размораживания при комнатной температуре 

(20-22 оС)
 2** – титр вируса после двукратного замораживания при минус 70ºС и размораживания при комнатной температуре 

(20-22 оС)
3*** – титр вируса после трехкратного замораживания при минус 70ºС и размораживания при комнатной температуре 

(20-22 оС)

Инактивация вируса формальдегидом 
Скорость инактивации вируса Sars-Cov-2 

под воздействием формальдегида в испытан-

ных концентрациях при различных температу-
рах демонстрируется на рисунке. При конечных 
концентрациях формальдегида 0,05 и 0,1% при 
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температуре 37°С вирус теряет инфекционность 
для культур клеток через 2 часа. При комнатной 
температуре испытуемых концентраций фор-
мальдегида вирус теряет инфекционность для 
культуры клеток через 4 часа. При температуре 
4°С инактивация вируса формальдегидом про-
исходит значительно медленнее, чем при темпе-
ратурах 22°С и 37°С. 

Так, обработка 0,1% и 0,05% растворами 
формалина при 4°С в течение 5 и 6 часа, соот-
ветственно ведет к полной потере его инфек-
ционности для культуры клеток, а остаточную 
инерционность вируса для культуры клеток пол-
ностью утратил на 8 и 10 сутки, соответственно. 

Рисунок 3 – Сроки и кинетики инактивации 
вируссодержащей суспензии штамма Sars-Cov-2 

растворами формалина (в) при температуре  
4 °С, 22 °С и 37 °С 

Обсуждение

За последних 10 лет вирусология сосредото-
чилась на изучении молекулярно-генетических 
свойств возбудителей вирусных инфекций, тог-
да как изучение физико-химических и биологи-
ческих свойств вирусов остались вне внимания. 
Так, несмотря на проведенные исследования, ка-
сающиеся биологических и физико-химических 
свойств, многие основные вирусологические во-
просы SARS-CoV-2 остаются без ответа. В дан-
ном исследовании мы выделили вирус Sars-Cov2, 
который в последующем был идентифицирован 
в ПЦР, секвенирован по N генам, изучена мор-
фология с помощью электронной микроскопии. 
Цитопатологические действия вируса [30], мор-
фология вириона [31] и нуклеотидная последо-
вательность по N генам [32] ранее проведенные 
другими исследователями соответствуют выше 
приведенным нашим исследованиям.

Проведены исследования по поиску допол-
нительных биологических моделей, чувстви-
тельных к вирусу SARS-CoV-2 и используемых 
in vitro. Наличие таких моделей, кроме челове-
ческого и обезьяньего происхождения, даст воз-
можность подобрать биологическую модель, ис-
пользуемую для репродукции вируса и воспро-
изведения болезни in vivo. В связи с этим в дан-
ных исследованиях нами были проанализирова-
ны и в качестве таких объектов использовались 
биологические системы, имеющиеся в коллек-
ции банка культур клеток НИИПББ, к которым 
относятся линии перевиваемых клеток ВНК-21, 
MARC-145, MA-104, Vero, СПЭВ, PK-15, RK-
13 ПЩ, MDCK, и первичной культуры клеток 
ТЯ – тестикулы ягнят. Установлено, что из 11 
испытанных видов культур клеток наиболее 
чувствительными к вирусу SARS-CoV-2 были 
культуры клеток обезьян (МА-104, MARC-145, 
Vero-WHO) и свиней (РК-15, СПЭВ), в которых 
вирус активно репродуцировался с увеличением 
биологической активности в последовательных 
пассажах. Культуры клеток МDСК, RK-13, ТЯ, 
CRFK, BHK-21, ПЩ были не чувствительны к 
вирусу SARS-CoV-2. Полученные нами данные 
за исключением некоторой части, подтвержда-
ют результаты исследований, полученные в КНР 
[33]. Разницу в результатах составляют данные 
о чувствительности клеток кошачьего (CRFK), 
и кроличьего (RK-13) происхождения. В наших 
исследованиях эти линии клеток не обладали 
чувствительностью к вирусу, тогда как китай-
ские исследователи утверждают об обратном 
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[33]. Следует отметить, что китайские ученые 
оценивали репликацию вируса в культурах кле-
ток выявлением генома вируса с помощью ПЦР 
и жизнеспособности культуры клеток с помо-
щью CellTiterGlo (Promega, Мэдисон, Вискон-
син, США), без учета развития ЦПД, которые, 
по нашему мнению, не полностью подтверждает 
чувствительность этих культур клеток к вирусу. 
Кроме того, в доступных литературах приведе-
ны результаты чувствительности клетки челове-
ческого происхождения, а также в клетках лету-
чих мышах по отношению вирусов SARS-CoV 
и SARS-CoV-2 с целью установления хозяина 
происхождения. 

Поиск информации в доступных открытых 
источниках показал об отсутствии данных по 
получению аттенуированного вируса путем 
серийного пассирования в культуре клеток, за 
исключением изучения иммуногенности и без-
опасности аттенуированного штамма, полу-
ченного методом селекции негативных бляшек 
[34]. Так, группа исследователей получила ат-
тенуированный вариант вируса SARS-CoV-2, 
называемый Del-mut, который содержит деле-
цию в соединении S1/S2. Полученный ими ат-
тенуированный мутантный вариант вызывал 
легкую форму заболевания у хомяков не сни-
жающий вес животного, демонстрируя более 
низкие уровни репликации вируса в легких, и 
являлся стабильным при длительном пассиро-
вании в клетках Vero-E6. Однако, отсутствуют 
данные до какого пассажа аттенуированный 
вирус был стабильным. В случае доступности 
этих данных многое можно было бы распознать 
касательно генотипических признаков аттенуи-
рованного или исходного вируса, проводя срав-
нительный анализ с нашими результатами. Тем 
не менее, мы хотели обратить особое внимание 
на фенотипические признаки вируса при зара-
жении культуры клеток Vero. Так, нами выде-
ленный вирус до 10 пассажа не вызывал гибель 
зараженных клеток, но зараженные клетки от-
слаивались от стекла культуральных сосудов 
теряя свои адгезивные свойства. После 10 пас-
сажа вирус постепенно адаптировался к куль-
туре клеток, сокращая сроки культивирования 
до 48 ч. и вызывая гибель клеток до 40-50 %. 
Ближе к 30 пассажу вирус полностью адапти-
ровался к культуре и вызывал гибель 80-90% 
клеток, сокращая срок культивирования до 36 
ч. С точки зрения медицины, данный факт воз-
можно даст понять, в основном при изучении 
патогенеза вируса в организмах человека или 

для правильного подбора антивирусных препа-
ратов при лечении данной инфекции. 

В исследовательской работе определенное 
значение имеет устойчивость возбудителя бо-
лезни к разным манипуляциям, в процессе ко-
торой он подвергается воздействию различных 
физико-химических факторов. Влияние усло-
вий хранения образцов нуклеиновых кислот 
вируса SARS-CoV-2 [35, 36], а также влияние 
условий окружающей среды (температура, от-
носительная и абсолютная влажность, солнеч-
ный свет) к самому вирусу SARS-CoV-2 при-
ведены в обзорном виде [37]. Исходя из такой 
ситуации, нами изучалось влияние заморажива-
ния и размораживания на сохранность вируса в 
репродуктивном состоянии. Paggiaro  и др. [38], 
анализируя результаты других исследователей 
в своем литературном обзоре предполагают, 
что замораживание и оттаивание не влияет на 
инфекционный титр коронавируса. Однако, 
результаты проведенных нами исследований 
показали, что процесс замораживания при тем-
пературе минус 70оС и размораживания при 
комнатной температуре (20-22 оС) не оказывает 
заметного влияния на качественный характер 
цитопатогенности, но оказывает существен-
ное негативное влияние на сохранность титра 
вируса. Однократное замораживание и размо-
раживание в использованном режиме снижает 
репродуктивный титр вируса в культуральной 
суспензии на 0,50 – 0,75 lgТЦД50, который в пе-
ресчете на общее количество вирусных частиц 
составляет от 68 до 82 %.

Изучение условия хранения вирусных су-
спензии, используемых при проведении различ-
ных исследовательских работ и производство 
биопрепаратов имеет важное значение. Так как, 
работая с живым вирусом SARS-CoV-2 в лабо-
ратории, мы неожиданно столкнулись с инте-
ресной ситуацией. При постановке реакции ней-
трализации нами использованный контрольный 
вирус не вызывал цитопатические действия в 
культуре клеток. Данный вирус хранился при 
температуре 4 °C в течение 18 часов перед по-
становкой реакции. В связи с этим, мы реши-
ли изучить сохраняемость вируса SARS-CoV-2 
при различных температурных режимах в виде 
суспензии. Анализируя результаты нашего экс-
перимента, мы пришли к следующему выводу. 
Так, во время любой работы или эксперименте с 
живым вирусом при температурах 37 °C, 22 °C и 
4 °C отрицательно влияет на инфекционную ак-
тивность вируса. Поэтому для того чтобы сохра-

file:///C:/%d0%a0%d0%90%d0%91%d0%9e%d0%a7%d0%98%d0%95%20%d0%a4%d0%90%d0%99%d0%9b%d0%ab/%d0%9a%d0%b0%d0%b7%d0%9d%d0%a3_%d0%bc%d0%b0%d1%80%d1%82-%d0%b0%d0%bf%d1%80%d0%b5%d0%bb%d1%8c-2020/%d0%93%d0%a3%d0%9b%d0%ac%d0%9c%d0%98%d0%a0%d0%90/%d0%92%d0%b5%d1%81%d1%82%d0%bd%d0%b8%d0%ba%20%d0%91%d0%b8%d0%be%d0%bb%d0%be%d0%b3%d0%b8%d1%8f%201-2022/%d0%be%d1%82%d1%80%d0%b0%d0%b1%d0%be%d1%82%d0%b0%d0%bd%d0%be/javascript:;
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нить жизнеспособность вируса, мы рекоменду-
ем использовать белковые стабилизаторы, такие 
как бычьи сыворотки в качестве протектора. 

Аналогичная работа была проведена други-
ми исследователями, в результате которого была 
установлена, что вирус SARS-CoV-2 сохранялся 
в течение 14, 7 и 1 день среде DMEM при тем-
пературах 4 ° C, 22 ° C и 37 °C, соответственно. 
Когда температура была повышена до 56 °C и 
70 °C, время сохранения инфекционного титра 
резко сократилось до 10 и 1 мин соответственно 
[39]. Ряд исследователей изучали стабильность 
вируса SARS-CoV-1 при вышеуказанных темпе-
ратурах [40, 41, 42], в результатах которых со-
хранялся вирус от 30 мин до 2 часов в зависимо-
сти от температуры хранения. Следует отметить, 
что Rabenau et al. [42] показали, что добавление 
20% сыворотки КРС к вирусной суспензии бла-
гоприятно влияет на сохраняемость инфекци-
онного титра вируса SARS-CoV-1 при 4 °C и 
56 °C. Снижение инфекционности вируса из-за 
повышения температуры также было отмечено 
для коронавирусов животных, таких как корона-
вирус мыши (MCoV или MHV) и коронавирус 
собак (CCoV) в среде MEM, а также для вируса 
TGEV в буфере HEPES [43, 44].

Данные о влиянии химических факторов при 
работе с возбудителями болезней необходимы 
для создания условий биологической безопасно-
сти для персонала и окружающей среды, а также 
конструирования технологий изготовления био-
логических препаратов диагностического и про-
филактического назначения. Анализ литератур-
ных источников показали, что для инактивации 
вирусов Sars-CoV и Sars-CoV-2 испытаны раз-
личные химические агенты такие как, глутараль-
дегид, бета пропиолактон, метанол, пара фор-
мальдегид, формальдегид, додецилсульфат на-
трия, тризол, Triton X-100, Tween 20 или NP-40 
[41, 42, 45, 46, 47] и др. В данным исследовании 
нами изучено влияние формальдегида к вирусу, 
так как формалин (разбавленный формальдегид) 
успешно использовался для инактивации виру-
сов в течение нескольких лет при приготовлении 
противовирусных вакцин [48 – 54]. Он также ис-
пользовался в качестве агента фиксации клеток 
и тканей. Кроме того, формалин является не до-
рогим, легкодоступным химическим агентом, 
который можно использовать в научных и про-
изводственных целях. Нашей целью не является 
детальное изучение вирулицидных свойств фор-
мальдегида, а изучение и разработка протокола 
инактивации вируса Sars-CoV-2, который будет 

полезен для приготовления инактивированной 
вакцины против данной болезни. 

В наших исследованиях обработка 0,1% и 
0,05% растворами формальдегида при темпе-
ратурах 37 °C и 22 °C эффективно повлияет на 
инфекционность вируса Sars-CoV-2, тогда как 
инактивация вируса при 4°С с использованием 
указанных концентраций происходит медлен-
нее и более длительнее. Полученные результа-
ты показывают, что инактивация вируса Sars-
CoV-2 с помощью формалина зависит от кон-
центрации формалина, температуры реакции, 
времени инкубации. В других исследованиях 
подтверждено, что формалин может изменить 
антигенную структуру вириона [55, 56]. Было 
показано, что инактивация формалина изменя-
ет антигенные свойства и снижает иммуноген-
ность вакцин, таких как вирус гепатита A и B, 
вирус полиомиелита, вирус герпеса крупного 
рогатого скота и вирус гриппа на моделях мы-
шей [57 – 61]. В наших экспериментах вирус 
сохранил свою морфологической целостность 
при просмотре электронной микроскопии по-
сле обработки его формальдегидом и форми-
ровали иммунитет у вакцинированных хомяков 
(результаты не показаны). При определении 
полноты инактивации инактивированной су-
спензии в клетках Vero показали полную инак-
тивацию вируса, где при трехкратном пассиро-
вании не наблюдалось каких-либо изменений 
(отсутствие ЦПД вируса в культуре клеток) как 
в контрольных, так и в инфицированных клет-
ках, что подтверждает авирулентность тестиро-
ванных проб. 

Таким образом, нами проведенные исследо-
вания относятся к классической вирусологии, 
которая является основой современной вирусо-
логии. Поэтому ее необходимо развивать вместе 
с современной молекулярной вирусологией. Из-
учение нового вируса Sars-CoV-2, приведшего к 
глобальной пандемии, носит в основном моле-
кулярный характер и фокусируется на проис-
хождении вируса путем изучения его генома. 
Следовательно, физические, химические и био-
логические свойства вируса изучены недоста-
точно. Результаты исследований в этой области, 
как мы видели из нашего исследования, часто 
противоречивы. Это может быть связано с тем, 
что классическая вирусология сложна, трудоем-
ная и занимает много времени. Однако мы счи-
таем, что классическая вирусология позволяет 
разрабатывать протоколы лечения, определять 
патогенез заболевания и проводить другие но-
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вые исследования, позволяя полностью изучить 
эти свойства вируса.
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