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Введение 

В связи со сложившейся неблагополучной 
эпидемической ситуацией в мире по лихорадке 
Чикунгунья, активно проводятся исследования 
по выявлению эффективных противовирусных 
средств в отношении его возбудителя [1–6]. 

В настоящее время сложилась общая мето-
дология изучения противовирусных препаратов, 
традиционно используемая многими исследова-
телями. Она включает доклиническую и клини-
ческую стадии изучения, каждая из которых со-
стоит их нескольких этапов [7–12]. Первым этапом 
лабораторного изучения противовирусной эф-
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Резюме 
Вирус Чикунгунья (CHIKV) является представителем вирусов рода Flavivirus семейства Flaviviridae и относится 
к зоонозным арбовирусным инфекциям, переносимыми комарами рода Aedes. Лихорадка Чикунгунья вызывает 
взрывоопасные эпидемии с участием миллионов случаев. Существует настоятельная необходимость в разра-
ботке противовирусных препаратов широкого спектра. Актуальным является разработка модели скрининга in 
vitro эффективных препаратов. Для выбора оптимальных условий скрининга проведён сравнительный анализ 
чувствительности культур клеток к вирусу Чикунгунья, штамм FN198/66. Оценены динамика и уровень накоп-
ления вируса при различных инфицирующих дозах. Показано, что вирус Чикунгунья, штамм FN198/66, хорошо 
размножается в перевиваемых культурах клеток Vero V, Vero Сl008, ВНК-21/13 и КЛ-17. Все изученные линии кле-
ток могут быть использованы для проведения скрининга эффективных неспецифических медицинских средств 
защиты в отношении вируса Чикунгунья.  
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Abstract 
The Сhikungunya virus (CHIKV) is a member of the Flavivirus genus, the Flaviviridae family, and is a zoonotic arbovirus infection 
transmitted by Aedes mosquitoes. Chikungunya fever causes explosive epidemics involving millions of cases. There is an urgent 
need to develop broad-spectrum antivirals. Actual is the development of a model of screening in vitro effective drugs. To select 
the optimal screening conditions, a comparative analysis of cell cultures sensitivity to Сhikungunya virus, strain FN198/66 was 
carried out. The dynamics and level of virus accumulation at different infectious doses were estimated. It is shown that the Сhi-
kungunya virus, strain FN198/66, well propagated in transplantable cell cultures Vero V, Сl008 Vero, BHK-21/13 and TC-17. All 
studied cell lines can be used to screen for effective non-specific medical defenses against Сhikungunya virus. 
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фективности препаратов являются исследова-
ния, проводимые с использованием культур кле-
ток. Основой данных исследований является 
оценка влияния изучаемого препарата на репро-
дукцию вируса в культуре клеток, выявляемая 
тем или иным способом, а биологические особен-
ности возбудителя обуславливают выбор кон-
кретного метода проведения данных исследова-
ний. В связи с тем, что чувствительность 
перевиваемых клеток к различным возбудителям 
не одинакова, кроме того, различные типы и ли-
нии клеток неодинаково чувствительны к воз-
действию противовирусных препаратов, необхо-
димо предварительно проводить выбор культуры 
клеток и условия скрининга оценки эффектив-
ности [11]. Метод оценки эффективности неспе-
цифических медицинских средств защиты 
(НМСЗ) в опытах с использованием культур кле-
ток имеет несомненное преимущество в плане 
экспрессности.  

Исследования показали, что оптимальная 
множественность инфицирования монослоя куль-
туры клеток при оценке противовирусной эффек-
тивности препаратов должна составлять от 0,0001 
до 0,001 условных единиц на клетку (уе/кл). При 
такой инфицирующей дозе высокоэффективные 
препараты, как правило, полностью подавляют 
репродукцию возбудителя, при инфицирующей 
дозе от 0,003 до 0,03 уе/клетку — на 4,0–4,5 lg уе/мл, 
а при 0,3 уе/клетку — всего на 1,4 lg уе/мл [10, 13]. 

В соответствии с данными литературы вирус 
накапливается в следующих культурах клеток: 
почки зелёной мартышки — Vero E-6, карцинома 
шейки матки — HeLa, почка сирийского хомяка — 
BHK-21 и комаров A.albopictus — C6/36HT [14–16].  

Целью работы — разработка оптимальных 
условий скрининга in vitro эффективных химио-
препаратов, индукторов интерферона и реком-
бинантных человеческих интерферонов в отно-
шении возбудителя чикунгуньи. 

Материал и методы 
Вирус. В работе использовали вирус Чикунгунья, штамм 

FN198/66, полученный из из ГУ «НИИ вирусологии им. Д. И. 
Ивановского» РАМН, который хранится в Специализирован-
ной коллекции ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России. 

Культура клеток. Использована перевиваемая культура 
клеток почек зелёных мартышек — Vero Сl008 и Vero V; почек 

хомяков — ВНК-21/13; комаров Aedes albopictus — С6/36 и ди-
плоидная культура клеток лёгкого эмбриона человека, клон 
КЛ-17. В качестве среды поддержания использовали полусин-
тетическую среду (ПС-4) на растворе Хенкса, содержащую 2% 
сыворотки крупного рогатого скота, соответственно. Перед при-
менением препараты растворяли в физиологическом растворе. 

Оценка биологической активности вируса. Биологиче-
скую активность вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, оце-
нивали титрованием в культуре клеток Vero, Cl008 по форми-
рованию негативных колоний возбудителем под агаровым 
покрытием (lg БОЕ/мл).  

Исследования проведены в соответствии с рекоменда-
циями ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России [17]. 

Статистический анализ. Полученные результаты пред-
ставляли в виде среднего ± ошибка репрезентативности 
(X̄±δx)[18].  

Результаты и обсуждение 
В результате проведённых исследований вы-

явлено, что максимальный уровень накопления 
вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в культуре 
клеток Vero V зависит от величины инфицирую-
щей дозы (табл. 1). При множественности инфи-
цирования 0,00003 БОЕ на клетку максимум на-
копления приходится на 72 ч, при 0,003 и 
0,0003 БОЕ на клетку — на 48 ч после заражения 
клеток Vero V. При этом следует отметить, что ве-
личина накопления вируса через 48 ч при исполь-
зовании множественности инфицирования 0,003 
и 0,0003 БОЕ на клетку достоверно (с веро-
ятностью 95%) выше, чем при дозе 0,00003 БОЕ 
на клетку. 

При дозе инфицирования 0,00004 и 0,0004 БОЕ 
на клетку в Vero Сl008 максимальный уровень на-
копления вируса отмечен через 72 ч после инфи-
цирования с последующим выходом на плато че-
рез 96 ч (табл. 2). При увеличении инфицирующей 
дозы вируса до 0,004 БОЕ на клетку максимальный 
уровень накопления вируса выявлен через 48 ч 
после заражения клеток с последующим выходом 
на плато через 72 ч. При этом следует отметить, 
что уровень накопления вируса на 48, 72 и 96 ч 
после инфицирования статистически не отли-
чался от таковых показателей для всех изученных 
инфицирующих доз.  

В культуре клеток ВНК-21/13 при множе-
ственности инфицирования 0,00001 БОЕ на 
клетку максимум накопления приходится на 48 ч 
и составляет 5,85 lg БОЕ/мл (табл. 3). Через 72 ч 

Таблица 1. Результаты изучения динамики и уровня накопления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в куль-
туре клеток Vero V 
Table 1. The results of studying the dynamics and level of accumulation of the Chikungunya virus, strain FN198/66, in 
the Vero V cell culture 
Множественность инфицирования,                        Уровень накопления вируса после инфицирования,  
БОЕ на клетку                                                                                                                        lg БОЕ/мл, X̄±δx  
                                                                                             через 24 ч                     через 48 ч                     через 72 ч                    через 96 ч 
0,00003                                                                         3,50±0,09                       6,72±0,07                       7,20±0,04                      7,22±0,02 
0,0003                                                                            4,04±0,05                       6,94±0,06                       7,01±0,05                      7,00±0,06 
0,003                                                                              5,58±0,04                       6,94±0,06                       7,04±0,08                      6,90±0,05 
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после инфицирования выявлено статистически 
достоверное (с вероятностью 95%) снижение на-
копления возбудителя. При инфицирующей дозе 
0,0001 и 0,001 БОЕ на клетку не выявили стати-
стически значимого (с вероятностью 95%) отли-
чия динамики и уровня накопления вируса по 
сравнению с дозой вируса 0,00001 БОЕ на клетку, 
при этом максимум накопления отмечен через 
24 ч после инфицирования клеток. Уровень на-
копления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в 
культуре клеток ВНК-21/13 при множественности 
инфицирования 0,001 БОЕ на клетку статистиче-
ски выше (с вероятностью 95%), чем при двух дру-
гих инфицирующих дозах.  

В культуре клеток С6/36 при низкой инфици-
рующей дозе (0,00004 БОЕ на клетку) максималь-
ный уровень накопления вируса Чикунгунья, 
штамм FN198/66, отмечен через 96 ч (табл. 4).  

При увеличении множественности инфици-
рования в 10 и 100 раз накопление вируса в куль-
туре клеток С6/36 через 72 ч после инфицирова-
ния достоверно (с вероятностью 95%) не 
отличалось от такового при применении дозы 
0,00004 БОЕ на клетку. Следует отметить, что мак-
симум накопления вируса отметили также через 
96 ч. Выявлена зависимость уровня накопления ви-
руса от дозы инфицирования (достоверность по-
вышения накопления с вероятностью 95%).  

При инфицировании диплоидных клеток 
лёгкого эмбриона человека КЛ-17 в дозе 
0,004 БОЕ на клетку на протяжении всего срока 
наблюдения вирус не выявлен. При дозе 0,04 БОЕ 
на клетку максимум накопления вируса прихо-
дится на 96 ч и составляет 5,75 lg БОЕ/мл (табл. 5). 
С увеличением инфицирующей дозы вируса до 
0,4 lg БОЕ на клетку отмечен более высокий уро-

Таблица 2. Результаты изучения динамики и уровня накопления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в куль-
туре клеток Vero Сl008 
Тable 2. The results of the study of the dynamics and level of accumulation of the Chikungunya virus, strain FN198/66, 
in cell culture Vero Сl008 
Множественность инфицирования,                        Уровень накопления вируса после инфицирования,  
БОЕ на клетку                                                                                                                        lg БОЕ/мл, X̄±δx  
                                                                                             через 24 ч                     через 48 ч                     через 72 ч                    через 96 ч 
0,00004                                                                         3,50±0,09                       5,48±0,07                       6,00±0,04                      5,83±0,02 
0,0004                                                                            4,00±0,04                       5,83±0,06                       6,13±0,03                      5.93±0,07 
0,004                                                                              4,48±0,02                       5.84±0,05                       6.14±0,08                      6,00±0,05 

Таблица 3. Результаты изучения динамики и уровня накопления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в куль-
туре клеток ВНК-21/13 
Table 3. The results of studying the dynamics and level of accumulation of the Chikungunya virus, strain FN198/66, in 
the cell culture VNK-21/13 
Множественность инфицирования,                        Уровень накопления вируса после инфицирования,  
БОЕ на клетку                                                                                                                        lg БОЕ/мл, X̄±δx  
                                                                                             через 24 ч                     через 48 ч                     через 72 ч                    через 96 ч 
0,00001                                                                         3,40±0,02                       5,85±0,01                       4,69±0,08                      3,55±0,03 
0,0001                                                                            5,80±0,04                       5,98±0,04                      4,704±0,03                     3,73±0,04 
0,001                                                                              6,31±0,03                       6,00±0,03                       4,72±0,04                     3,602±0,07 

Таблица 4. Результаты изучения динамики и уровня накопления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в куль-
туре клеток С6/36 
Table 4. Results of studying the dynamics and level of accumulation of the Chikungunya virus, strain FN198/66, in 
C6/36 cell culture 
Множественность инфицирования,                        Уровень накопления вируса после инфицирования,  
БОЕ на клетку                                                                                                                        lg БОЕ/мл, X̄±δx  
                                                                                             через 24 ч                     через 48 ч                     через 72 ч                    через 96 ч 
0,00004                                                                              �1,0                            2,35±0,08                       5,55±0,03                      5,65±0,09 
0,0004                                                                            1,96±0,38                       5,92±0,07                       6,50±0,02                      6,78±0,04 
0,004                                                                              2,32±0,03                       6,55±0,04                       7,22±0,04                      7.36±0,02 

Таблица 5. Результаты изучения динамики и уровня накопления вируса Чикунгунья, штамм FN198/66, в куль-
туре клеток КЛ-17 
Table 5. The results of studying the dynamics and level of accumulation of the Chikungunya virus, strain FN198/66, in 
the cell culture KL-17 
Множественность инфицирования,                        Уровень накопления вируса после инфицирования,  
БОЕ на клетку                                                                                                                        lg БОЕ/мл, X̄±δx  
                                                                                             через 24 ч                     через 48 ч                     через 72 ч                    через 96 ч 
0,004                                                                            1,902±0,03                           �1,0                                 �1,0                                �1,0 
0,04                                                                                2,80±0,04                       3,84±0,04                       3,95±0,07                      5,75±0,02 
0,4                                                                                   3,21±0,03                       4,92±0,03                       5,60±0,05                      5,77±0,04 



вень накопления вируса (с вероятностью 95%). 
Максимальный уровень накопления вируса от-
мечен через 72 ч после инфицирования с после-
дующим выходом на плато через 96 ч. 

Таким образом, в перевиваемых клетках по-
чек зелёных мартышек (Vero V и Vero Сl008) в из-
ученном диапазоне инфицирующих доз макси-
мальный уровень накопления вируса Чикунгунья, 
штамм FN198/66, отмечен через 72 ч после зара-
жения и пик накопления не зависел от множе-
ственности инфицирования. Эти линии клеток 
могут быть использованы для проведения скри-
нинга эффективных НМСЗ в отношении вируса 
Чикунгунья. Условия проведения скрининга: доза 
инфицирования 0,00003–0,00004 БОЕ на клетку 
при инкубировании в течение 72 ч при 37°С. 

Перевиваемая культура клеток почек хомяка 
(ВНК-21/13) также может быть использована для 

скрининга НМСЗ в отношении вируса Чикунгунья 
с инфицирующей дозой 0,00001 БОЕ на клетку при 
инкубировании в течение 48 ч при 37°С. 

Диплоидные клетки лёгкого эмбриона чело-
века могут быть использованы для изучения про-
тивовирусной эффективности в отношении ви-
руса Чикунгунья видоспецифических препаратов 
(например, человеческих интерферонов) при ин-
фицирующей дозе 0,4 БОЕ на клетку, инкубиро-
вании в течение 72 ч при 37°С. 
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