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Геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом (ГЛПС) ‒ вирусная нетрансмиссивная зо-
онозная инфекция, широко распространенная в 
Евразии, характеризующаяся лихорадкой, гемо-
динамическими нарушениями, почечным и ге-
моррагическим синдромами. Занимает ведущее 
место в России среди всех природно-очаговых бо-
лезней человека [1]. 

Согласно Международной классификации 
вирусов, возбудители ГЛПС относятся к семей-
ству Hantaviridae, отряд Bunyavirales [2]. По дан-
ным электронно-микроскопических исследова-
ний вирионы хантавирусов имеют сферическую 
форму и являются оболочечными вирусами, ге-
ном которых состоит из трех сегментов (L, M 
и S) минус-цепи РНК. S-сегмент (small)  кодирует 
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Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) – острое зоонозное заболевание, 
вызываемое ортохантавирусами Puumala, Dobrava-Belgrad (4 генотипа), Hantaan (генотип 
Amur) и Seoul. В Российской Федерации ГЛПС занимает ведущее место среди всех природно-
очаговых болезней человека. С целью выбора оптимального способа инактивации вируса при 
разработке цельновирионной вакцины против ГЛПС были испытаны: формалин, β-пропиолактон, 
ультрафиолетовое излучение. Специфическую активность вакцины определяли по числу копий 
вирусной РНК/мл, иммуногенность – по титру нейтрализующих антител в сыворотках крови 
мышей BALB/c в ответ на иммунизацию. Анализ иммуногенности вакцин, инактивированных 
формалином, β-пропиолактоном и УФ-излучением, не выявил достоверных отличий по уровню 
индуцируемых ими нейтрализующих антител. В то же время β-пропиолактон имеет очевидные 
технологические преимущества: в десятки раз сокращается время инактивации хантавируса, не 
требуется нейтрализация инактиватора и контроль его содержания в готовой вакцине, а также 
снижается количество общего белка в готовом препарате. 
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Список сокращений: ВАК – вакцина; ВАК-ПУУ – инактивированная концентрированная очищенная вакцина на основе вируса 
Пуумала (ПУУ), ВАК-ХТН – инактивированная концентрированная очищенная вакцина на основе вируса Хантаан (ХТН), 
ВАК-Сочи – инактивированная концентрированная очищенная вакцина на основе вируса Сочи (геновариант Добрава/Бел-
град), ГЛПС – геморрагическая лихорадка с почечным синдромом; МФА – метод иммунофлюоресценции; нАТ – нейтрализу-
ющие антитела; РН/ФОЕ – реакция нейтрализации фокусообразующих единиц; ФОЕ – фокусобразующая единица. 
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 нуклеокапсидный белок N, М-сегмент (medium) 
кодирует поверхностные гликопротеины Gn и GC, 
L-сегмент (large) – вирусную РНК-зависимую 
РНК-полимеразу [3].

Возбудителями ГЛПС в России являются сле-
дующие ортохантавирусы: Пуумала и 2 геновари-
анта вируса Добрава-Белград (Куркино и Сочи) 
на территории Европейской части России и виру-
сы Хантаан, Сеул и Амур в Азиатской части Рос-
сии, главным образом на Дальнем Востоке [4]. 
По данным эпидемиологического анализа забо-
леваемости ГЛПС в России 97,7% всех случаев 
ГЛПС этиологически обусловлено вирусом Пу-
умала, 1,5% – вирусами Хантаан, Амур, Сеул и 
0,8% – вирусами Куркино и Сочи [5].

Этиотропных средств лечения хантавирусных 
инфекций, нацеленных на элиминацию возбуди-
теля, пока нет. Наиболее действенным методом 
борьбы с ГЛПС считается вакцинопрофилактика, 
как это продемонстрировано в Китае и Республи-
ке Корея, где успешно применяются инактиви-
рованные вакцины, производимые на основе ви-
русов Хантаан и Сеул [6]. В России разработаны 
технологии производства инактивированных вак-
цин, культивируемых в клетках Vero: двухкомпо-
нентная вакцина на основе вирусов Пуумала и 
Куркино [7] и поливалентная вакцина на основе 
вирусов Пуумала, Хантаан и Сочи [4].

Для обеспечения безопасности и эффектив-
ности инактивированных вакцин большое значе-
ние имеет выбор соответствующего инактиватора 
и оптимальных условий его применения, позволя-
ющие лишить вирус инфекционности при макси-
мальном сохранении его иммуногенных свойств.

Для инактивации вирусов в настоящее время 
используют различные физические и химические 
методы. Из физических методов наиболее распро-
странены следующие: γ-излучение [8, 9], УФ-из-
лучение [10], воздействие температуры [11].

Среди химических инактиваторов наиболее 
широкое применение получили: формальдегид 
и β-пропиолактон, которые давно используют-
ся при производстве лицензированных вирусных 
вакцин [12]. Выбор способа инактивации осно-
вывается на механизме действия инактиватора и 
свойствах вируса. 

Наиболее часто в производстве инактивирован-
ных вакцин используют формальдегид несмотря 
на его неблагоприятное воздействие на структуру 
антигенов. Формалин преимущественно взаимо-
действует с аминогруппами аминокислот с образо-
ванием метиленовых производных, однако эта ре-
акция обратима, поэтому при удалении избытка ре-
агента из смеси или ее разведении инфекционная 
активность вируса может восстанавливаться [13].

β-пропиолактон – второй по частоте исполь-
зования инактивирующий агент, нашедший ши-
рокое применение в вакцинопрофилактике, дей-
ствует непосредственно на вирусную нуклеино-
вую кислоту [14, 15], вызывая точечные мутации 
и блокируя репликацию вируса [16]. В значитель-
но меньшей степени β-пропиолактон поврежда-
ет структуру поверхностных белков [17], незна-
чительно влияет на капсидный белок вируса [18]. 
Инактивация вирусов β-пропиолактоном зависит 
от концентрации препарата, температуры и содер-
жания белка в вируссодержащем субстрате вак-
цины. Повышение концентрации β-пропиолак-
тона может привести к нежелательной реакции с 
вирусными белками и, вследствие этого, к сниже-
нию иммуногенности вакцины [14]. 

Реагенты, которые используют для инакти-
вации вируса, являются мутагенами, поэтому 
инактиватор, чтобы удовлетворять требованиям 
безопасности, должен либо подвергаться само-
распаду, либо переходить в неактивную форму 
(нейтрализоваться) с образованием нетоксичных 
и неканцерогенных продуктов. По данным Uitten-
bogaard и др. [19], β-пропиолактон гидролизуется 
при комнатной температуре до нетоксичной 3-ги-
дроксипропионовой кислоты в течение несколь-
ких часов. 

Известно, что УФ-излучение повреждает ну-
клеиновые кислоты (ДНК/РНК) вирусов, а также 
белки, ингибируя репликацию генома (транскрип-
цию) и, следовательно, предотвращая размноже-
ние вирусов [20]. Коротковолновые УФ-лучи мо-
гут поглощаться основаниями ДНК и РНК, что 
приводит к их фотохимической активации и об-
разованию ковалентной связи между соседними 
пиримидиновыми основаниями (например, меж-
ду тимином и цитозином) с образованием диме-
ров [21]. Также известно, что УФ-излучение вли-
яет на структуру белка. Отмечено, что в смеси 
аминокислот УФ-излучение разрушает тирозин, 
триптофан и цистеин [22]. 

Важным критерием оценки инактивирован-
ной вакцины является контроль ее специфической 
активности. В технологическом цикле производ-
ства вакцины после инактивирования вируса кон-
троль специфической активности осуществляют, 
как правило, по количественному содержанию 
целевого белка – иммуногена или по числу копий 
РНК в единице объема.

Целью исследования было изучение влияния 
химических и физических инактивирующих аген-
тов на иммуногенные свойства вакцин против 
ГЛПС и выбор оптимального способа инактива-
ции хантавирусных вакцин.
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Получение вакцинных препаратов 
хантавирусов

Вакцины против ГЛПС (ВАК-ПУУ; ВАК-ХТН;  
ВАК-Сочи), рассматриваемые в данном исследова-
нии, представляют собой инактивированные очи-
щенные вирусы ПУУ (штамм PUU-TKD/VERO), 
ХТН (штамм HTN-P88/VERO) и Сочи (штамм 
DOB-SOCHI/VERO), полученные путем репроду-
цирования в культуре клеток Vero.  Полные геном-
ные последовательности этих вакцинных штам-
мов зарегистрированы в GenBank. Для PUU-TKD/
VERO это: MH251331 (для сегмента S), MH251332 
(для сегмента М) и MH251333 (для сегмента L); 
для HTN-P88/VERO: MH251328 (S), MH251329 
(M) и MH251330 (L); для DOB-SOCHI/VERO: 
MH251334 (S), MH251335 (M) и MH251336 (L).

Для оценки специфической активности вакцин-
ных препаратов определяли число копий РНК/мл. 

Контроль специфической активности 
Специфическую активность определяли мето-

дом ПЦР в реальном времени с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР), используя разработанные 
праймеры и зонды (табл. 1) на вакцинные штаммы: 
PUU-TKD/VERO, HTN-P88/VERO и DOB-SOCHI/
VERO. РНК выделяли из хроматографически очи-
щенного концентрата вируса, инактивированного 
β-пропиолактоном, формалином или УФ-излуче-
нием, методом хлороформ-фенольной экстракции 
[23]. Получали кДНК методом обратной транс-
крипции в реакционной смеси объемом 20 мкл, 
содержащей 5×RT Buffer (Thermo Fi sher Scientif-
ic, США), 2,5 мМ dNTPs («СибЭнзим», Россия), 
20 пМ праймер N6 Random («СибЭнзим»), 1 U об-
ратной транскриптазы Maxima Reverse Transcrip-
tase 200 е.а./ мкл (Thermo Fisher Scientific), 10 мкл 
раствора РНК.  Реакцию проводили при следую-

щих условиях: 10 мин при 25 ℃, 30 мин при 42 ℃ 
и 6 мин при 96 ℃.  Объем реакционной смеси при 
ПЦР в реальном времени составлял 25 мкл и вклю-
чал: 10×Hot Start Buffer (Thermo Fisher Scientific), 
2,5 мМ dNTPs, 5 пМ каждого праймера и зонда 
(«Евроген», Россия) (табл.1), 2 U ДНК-полимера-
зы Taq HS (Thermo Fisher Scientific), 2 мкл кДНК 
и стерильную воду. Реакцию проводили в следу-
ющем режиме: 2 мин при 95 ℃ и затем 40 циклов 
по 15 с при 95 ℃, 40 с при 55 ℃ и 30 с при 72 ℃. 
 Амлификацию и детекцию в реальном времени 
проводили на амплификаторе AriaMx 96 Bioana-
lyzer (Agilent Technologies, США). 

Иммуногенность вакцин оценивали по тит-
ру нейтрализующих антител в сыворотках крови 
мышей BALB/c.

Иммунизация животных
Эксперименты по оценке влияния инактива-

торов на иммуногенность вакцин выполнены на 
клинически здоровых половозрелых самках мы-
шей линии BALB/c массой тела 20,0±2,0 г на на-
чало исследования, находившихся в одинаковых 
условиях содержания и кормления. Содержание 
животных осуществлялось в соответствии с меж-
дународными и российскими нормативными ак-
тами, регламентирующими работу с лаборатор-
ными животными: Европейская конвенция о за-
щите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (ETS 
N 123), Страсбург, 1986, дополненная в 2006 году 
(https://www.coe.int/t/e/legal_affairs/legal_co-
operation/biological_safety_and_use_of_animals/
laboratory_animals/GT123(2002)63%20E%20
PART%20B%20Ferrets%20rev2.pdf); правила лабо-
раторной практики (GLP) (http://docs.cntd.ru/docu-
ment/1200101144, https://www.nc3rs.org.uk/the-3rs).

Животные получены из филиала «Андреев-
ка» Федерального Государственного  бюджетного 

Та бл и ц а  1 
Разработанные праймеры и зонды
Primers and probes developed

Штамм Название праймера и зонда Последовательность 5’→3’

PUU-TKD/VERO
Ufa_Z 3780 BHQ1-TGCTCC TGG GAT GGT AAA TAA CCC AAC T-FAM
Ufa_F 3760 GTA TTA TGT ACG AGT AAA GTT GAG AGA
Ufa_R 3800 CCT AAA GGT ATA GGG ATT AAA CTC CT

DOB-SOCHI/VERO
Sochi_Z 4500 BHQ1-ATC CCA GCT GTG ATT GGG TAC AAG T-FAM
Sochi_F 4480 TCA CTG TGA GAG AGA AGG ATC GA
Sochi_R 4530 TAG AAC ATC TGA CAT TTC ATC AAC TGT

HTN-P88/VERO
Hantaan_Z3770 BHQ1-TAC AGC ACC AGG TAT GGT GAA CCA-FAM
Hantaan_F3750 GTG TAC TAG TAA AGT TGA ACG GTT GT
Hantaan_R3790 GTG TAT CAG CAT GCT TGA CTT GCA
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учреждения науки «Научный центр биомедицин-
ских технологий» Федерального медико-биологи-
ческого агентства. Исследуемые препараты в ко-
личестве 0,5 мл готовой формы каждой вакцины 
вводили трехкратно внутримышечно с двухне-
дельным интервалом (каждый эксперимент про-
водили трижды с использованием идентичных 
доз). Животным контрольной группы вводи-
ли стерильный физиологический раствор натрия 
хлорида в объеме 0,5 мл. Через 14 дней после тре-
тьей иммунизации животных выводили из экспе-
римента помещением в СО2 -камеру с последу-
ющим обескровливанием методом декапитации. 
Количество животных в каждой из опытных и 
контрольных групп равнялось 7.

Реакция нейтрализации  
фокусобразующих единиц

Каждая проба сыворотки крови трехкратно 
исследована в реакции нейтрализации фокусо-
бразующих единиц (РН/ФОЕ) в культуре Vero E6, 
описанной ранее [24]. За титр нейтрализующих 
антител (нАТ) принимали разведение сыворотки, 
подавляющее 50% ФОЕ, выявленных в контроле 
вируса. Каждая проба сыворотки крови трехкрат-
но исследована в РН/ФОЕ50. Критерием достаточ-
ной иммуногенности считали наличие в сыворот-
ке крови экспериментальных животных вирус-
нейтрализующих антител в титре ≥4,32 log2. 

Непрямой метод иммунофлюоресценции 
(нМФА)

Для выявления специфического антигена в 
инактивированном вакцинном полуфабрикате ис-
пользовали нМФА с применением диагностическо-
го набора «Диагностикум ГЛПС» (Федеральный 
научный центр исследований и разработки имму-
нобиологических препаратов им. М.П. Чумакова 
РАН, Россия), согласно инструкции производителя.

Инактивирование вирусов в составе вакцин
Инактивацию вакцинных штаммов проводи-

ли тремя разными способами: β-пропиолактоном, 
формалином и УФ-излучением. Титр вируса в по-
луфабрикате вакцинного препарата до инактива-
ции оценивали по числу ФОЕ/мл по ранее опи-
санной методике [24].

В ходе эксперимента в определенных времен-
ных точках отбирали аликвоты вакцинных образ-
цов и оставляли при –70 °С. Для определения вы-
жившего вируса инактивированные образцы вак-
цин трижды пассировали в культуре клеток Vero E6. 
После каждого пассажа в клетках и культуральной 
жидкости определяли титр вируса  ФОЕ / мл и про-
водили контроль антигена методом нМФА.

Инактивация β-пропиолактоном

Раствор 98%-ного β-пропиолактона (Acros Or-
ganics, Geel, Бельгия) в конечных разведениях: 
1/2000, 1/4000, 1/6000, 1/8000, 1/10000 – вноси-
ли в вакцинный полуфабрикат, перемешивали на 
магнитной мешалке при комнатной температуре. 
Пробы отбирали через 5, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 
180, 210, 240 мин.

Инактивация УФ - излучением
Чтобы оценить потенциал УФ-излучения для 

инактивации хантавирусов, устанавливали не-
большую емкость, содержащую вакцинный полу-
фабрикат толщиной 3 мм на расстоянии 24 см от 
источника коротковолновых ультрафиолетовых 
лучей с максимальной длиной волны 253,7 нм 
(UV-C).  Пробы на контроль инактивации отбира-
ли через 1, 2 и 3 мин после включения лампы.

Инактивация формалином 
Формальдегид (36,5%, Riedel-de Haen, Гер-

мания) разводили в 20 раз в дистиллированной 
воде, вносили в вакцинный полуфабрикат до ко-
нечного содержания формальдегида 0,025% и ин-
тенсивно перемешивали на магнитной мешал-
ке в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Препа рат подвергали стерилизующей фильтра-
ции через мембрану Millipore (Merck, Германия) с 
диаметром пор 0,22 мкм и выдерживали при тем-
пературе 4 °С в течение 30 сут. Пробы отбирали 
ежедневно.

Термоинактивация
Аликвоты вакцинных полуфабрикатов после 

стерилизующей фильтрации хранились при тем-
пературе 4 °С и 22 °С в течение 30 сут. Пробы от-
бирались ежедневно.

Статистический анализ
Все данные анализировали в программе Graph-

Pad Prism версии 8.2.0. Статистическую значи-
мость определяли с использованием односторон-
него ANOVA с тестом множественных сравнений 
Тьюка, Даннетта и Уилкинсона. Статисти ческая 
значимость указана как ns = несущественная, 
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005 и ****p < 0,0001.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для сравнения влияния различных способов 
инактивации были приготовлены полуфабрика-
ты вакцинных препаратов ВАК-ПУУ, ВАК-ХТН 
и ВАК-Сочи с титрами 5,4, 6,0 и 5,6 lg  ФОЕ / мл 
и содержанием общего белка 65,37, 86,63 и 
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41,5  мкг / мл соответственно. Специфическую ак-
тивность в образцах до и после инактивации 
определяли методом ОТ-ПЦР в реальном време-
ни. Степень подавления инфекционности вируса 
определяли после трех последовательных пасса-
жей инактивированных вакцинных полуфабрика-
тов в культуре клеток Vero E6 с последующей ин-
дикацией вируса методом ФОЕ.

Инактивация β-пропиолактоном
Задачи исследования включали подбор опти-

мальных условий инактивирования для каждо-
го вируса, а именно: времени экспозиции и кон-
центрации β-пропиолактона при температуре 
23±2 °С. Полная инактивация вируса Пуумала с 
исходным титром 5,4 lg ФОЕ/мл в конечном разве-
дении β-пропиолактона 1/4000 и 1/6000 наступа-
ла через 30 мин, 1/8000 – через 90 мин, 1/10000 – 
через 140 мин. Контрольный образец (нативный 
образец без инактивации с добавлением физио-
логического раствора) хранился при температуре 
–70 °С (рис. 1).

Полная инактивация вируса Хантаан с исход-
ным титром 6,0 lg в конечном разведении β-про-
пиолактона 1/4000 и 1/6000 наступала через 
30 мин, 1/8000 – через 140 мин, 1/10000 – через 
240 мин; вируса Сочи с исходным титром 5,6 lg 
и разведении 1/4000 – через 30 мин, 1/6000 – че-
рез 60 мин , 1/8000 – через 140 мин, 1/10000 – 
210 мин. Данные по вирусам Хантаан и Сочи гра-
фически не представлены.

Учитывая полученные результаты, мы посчи-
тали, что оптимальным будет применение β-про-
пиолактона в конечном разведении 1/6000 в тече-
ние 180 мин, что совпадает с временем естествен-
ного гидролиза β-пропиолактона [25]. Именно 
этот режим инактивации был использован при 
анализе влияния β-пропиолактона на иммуноген-
ность вакцинных препаратов.

Инактивация УФ-излучением 
Использование УФ-излучения для инактива-

ции вирусов также практикуется в производстве 
вакцин. Это недорогой и достаточно простой тех-
нологический процесс. Известно, что на полноту 
инактивации вирусов под действием УФ-излуче-
ния влияют следующие параметры: концентрация 
белка, прозрачность раствора, время экспозиции, 
толщина обрабатываемого слоя и расстояние от 
источника излучения [26]. 

В нашем эксперименте полное инактивирова-
ние хантавирусов наступало через 3 мин при тол-
щине слоя вирусной суспензии 3 мм на расстоя-
нии 24 см от источника коротковолновых ультра-
фиолетовых лучей (рис. 2).

Рис. 1. Кинетика инактивации хантавирусов на при-
мере вируса Пуумала β-пропиолактоном в разных 
разведениях. Представленные усредненные данные 
являются результатом трех независимых экспери-
ментов, статистически обработанных с использова-
нием одностороннего ANOVA с тестом Уилкинсона.

Fig. 1. The kinetics of Puumala virus inactivation with 
β-propiolactone in different concentrations. The data 
presented are the average of three independent exper-
iments statistically processed using a one-way ANOVA 
with Wilkinson test.
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Рис.2. Кинетика инактивации хантавирусов на при-
мере вируса Пуумала УФ-излучением при толщи-
не слоя вирусной суспензии 3 мм на расстоянии 
24 см от источника коротковолновых ультрафиоле-
товых лучей 253,7 нм. Представленные усреднен-
ные данные являются результатом трех независи-
мых экспериментов, статистически обработанных 
с использованием одностороннего ANOVA с тестом 
Уилкинсона.

Fig. 2. The inactivation kinetics of Puumala virus 
when exposed to UV irradiation. The viral suspension 
was in a 3-mm layer at a distance of 24 cm from the 
source of short-wave UV rays (253.7 nm). The data 
presented are the average of three independent experi-
ments statistically processed using a one-way ANOVA 
with Wilkinson test.
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Инактивация формалином

В опубликованных ранее работах по изуче-
нию динамики инактивирования хантавирусов 
при разных температурных режимах и при обра-
ботке разными концентрациями формалина была 
выбрана наиболее оптимальная схема, включа-
ющая инактивирование вируса при температуре 
4 °С в присутствии 0,025 % раствора формалина в 
течение 30 сут, что практически совпадает с есте-
ственной термоинактивацией [5]. В нашем экс-
перименте был получен аналогичный результат: 
инактивация 0,025% формалином при темпера-
туре 4 °С по времени занимала не менее месяца, 
термоинактивация при 22 °С – 2 недели (рис.3).

Контроль специфической активности 
Для оценки специфической активности была 

предпринята попытка выявить корреляцию меж-
ду содержанием копий вирусной РНК/мл и имму-
ногенностью. При анализе содержания вирусной 
РНК методом ОТ-ПЦР в реальном времени все 
инактивированные образцы имели положитель-
ные результаты амплификации. Из-за воздействия 
инактиваторов на вирусную РНК была выявле-
на статитстически значимая разница между кон-
трольным образцом (вакцинный полуфабрикат до 
инактивации) и образцами инактивированными 
разными способами (анализ проведен с помощью 
одностороннего ANOVA с тестом множественных 
сравнений Даннетта (p < 0,0001)) (рис. 4, табл.2). 

Специфический иммунный ответ 
При введении мышам BALB/c вакцинных 

препаратов, инактивированных формальдегидом, 
β-пропиолактоном, УФ-излучением, каких-либо 
побочных эффектов, как местного, так и общего 
характера, не наблюдали. Не выявлено статисти-
чески значимой разницы в титре нАТ, индуциру-
емых в ответ на иммунизацию моновакцинами, 
инактивированными формалином, β-пропиолак-
тоном, УФ-излучением (табл. 2, рис. 5). Таким 
образом, иммуногенность вакцинных препара-
тов ВАК-ПУУ, ВАК-ХТН и ВАК-Сочи, инакти-
вированных формальдегидом, β-пропиолактоном, 
УФ-излучением, не имела достоверных различий 
по результатам определения нейтрализующих  

Рис.3. Кинетика инактивации хантавирусов на при-
мере вируса Пуумала формалином в конечном раз-
ведении 1/4000 и термоинактивации при 4 °С и 
22 °С. Представленные усредненные данные явля-
ются результатом трех независимых экспериментов, 
статистически обработанных с использованием од-
ностороннего ANOVA с тестом Уилкинсона.

Fig. 3. The kinetics of inactivation of hantaviruses by 
the example of the Puumala virus, with formalin inacti-
vation at a final concentration of 1/4000 and thermal in-
activation at 4 °С and 22 °С. The data presented are the 
average of three independent experiments statistically 
processed using a one-way ANOVA with Wilkinson test.
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Рис. 4. Содержание РНК (число копий/мл) вируса 
Пуумала в вакцинном препарате в зависимости от 
способа инактивации: контроль - вакцинный полу-
фабрикат до инактивирования; формалин в конеч-
ной концентрации 1/4000 в течение 35 сут; β-про-
пиолактон в конечной концентрации 1/6000 в тече-
ние 180 мин; УФ-излучение при толщине слоя 3 мм 
на расстоянии 24 см от источника коротковолновых 
ультрафиолетовых лучей 253,7 нм в течение 3 мин; 
термоинактивация при 22 °С в течение 14 сут. Пред-
ставленные усредненные данные являются резуль-
татом трех независимых экспериментов, статисти-
чески обработанных с использованием односторон-
него ANOVA с тестом множественных сравнений 
Даннетта. ****p < 0,0001.

Fig. 4. Dependence of the RNA content (a number of 
copies/ml) of the Puumala virus in the vaccine prepa-
ration on the method of inactivation. Сontrol - vaccine 
before inactivation; formalin at a final concentration of 
1/4000 for 35 days; β-propiolactone at a final concen-
tration of 1/6000 for 180 minutes; UV-irradiation: a vi-
rus-containing suspension in a 3-mm layer was placed 
at a distance of 24 cm from the source of short-wave 
UV light (253.7 nm) for 3 min; thermal inactivation at 
22 °C for 14 days. The data presented are the average 
of three independent experiments statistically processed 
using a one-way ANOVA with the Dunnett’s multiple 
comparisons test. ****p < 0,0001.
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Та бл и ц а  2
Характеристика вакцинных препаратов ВАК-ПУУ, ВАК-ХТН и ВАК-Сочи,  
инактивированных разными способами
Characterization of VAC-PUU, VAC-HTN and VAC-Sochi inactivated by different methods

Инактивация Титр, ФОЕ/мл Число копий РНК/мл Белок, мг/мл Титр нАТa

ВАК-ПУУ
Без инактивацииb 5,4 (1,02±0,3) 10⁵ 65,37 Нет данныхc

Формалин 0 (1,31±0,4) 10⁴ 62,4 8,8±0,08
β-пропиолактон 0 (2,02±0,34) 10⁴ 5,29 8,86±0,09
УФ-излучение 0 (2,16±0,41) 10³ 63,2 8,82±0,09

ВАК-ХТН
Без инактивации 6 (5,4±0,41) 10⁶ 86,63 Нет данных
Формалин 0 (4,98±0,37) 10⁵ 85,34 9,41±0,07
β-пропиолактон 0 (2,25±0,28) 10⁵ 15,01 9,6±0,09
УФ-излучение 0 (1,11±0,3) 10⁴ 84,12 9,3±0,08

ВАК-Сочи
Без инактивации 5,6 (5,03±0,23) 10⁵ 41,5 Нет данных
Формалин 0 (3,41±0,42) 10⁴ 40,23 6,7±0,07
β-пропиолактон 0 (4,53±0,31) 10⁴ 4,21 6,9±0,09
УФ-излучение 0 (2,3±0,4) 10³ 39,13 6,8±0,06

a Титр нейтрализующих антител в сыворотках мышей BALB/c в ответ на иммунизацию вакцинными препаратами (The titer of 
  neutralizing antibodies in the BALB/c mice sera in response to vaccine immunization).
b Исходный вакцинный полуфабрикат до инактивации (Vaccine semi-product before inactivation).
c Живой вирус не вводится экспериментальным животным (We cannot introduce live virus to experimental animals).

Рис. 5. Титр нейтрализующих антител при иммунизации мышей BALB/c вакцинными препаратами ВАК-ПУУ, 
 ВАК-ХТН, ВАК-Сочи, инактивированными разными способами: формалин в конечной концентрации 1/4000 в те-
чение 35 сут; β-пропиолактон в конечной концентрации 1/6000 в течение 180 мин; УФ-излучение при толщине слоя 
3 мм на расстоянии 24 см от источника коротковолновых ультрафиолетовых лучей 253,7 нм в течение 3 мин. Пред-
ставленные усредненные данные являются результатом трех независимых экспериментов, статистически обработан-
ных с использованием одностороннего ANOVA с тестом множественных сравнений Тьюка. 

Fig. 5. The neutralizing antibodies titers of BALB / c mice after immunization with vaccines VAС-PUU, VAС-HTN, VAC-So-
chi, which were inactivated in different ways: formalin at a final concentration 1/4000 for 35 days; β-propiolactone at a final 
concentration 1/6000 for 180 minutes; with UV radiation at a thickness 3 mm of layer and 24 cm distance from a source of 
short-wave ultraviolet rays (253.7 nm). The data presented are the average of three independent experiments statistically pro-
cessed using a one-way ANOVA with the Tukey’s multiple comparisons test. 
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антител, которые, как известно, являются детер-
минантами протективного иммунного ответа.

Основной антиген хантавирусов, на который 
вырабатываются нАТ, ‒ гликлопротеины оболоч-
ки Gn и Gc. При создании инактивированной вак-
цины важную роль играет выбор инактивирую-
щего агента ‒ чтобы при инактивации вирусов 
минимально повреждалась структура антигенных 
детерминант вируса. В настоящее время наиболее 
широкое распространение для инактивации па-
тогенов получил формальдегид, возможно, из-за 
многолетнего опыта его использования, что упро-
щает путь лицензирования вакцин.  Формалин 
действут как алкилирующий агент, образуя как 
белок-белковые, так и РНК/ДНК-белковые сшив-
ки [27]. Формалин способствует агломерации це-
левых и нецелевых белков (фрагменты цитоскеле-
та клеток-продуцента вакцины), в результате чего 
при очистке вируса (гель фильтрация) балласт-
ные белки не отделяются. Это приводит к увели-
чению концентрации общего белка и снижению 
качества вакцинного препарата.  Время инактиви-
рования вируса формалином практически совпа-
дает с временем термоинактивации (при 4 ℃) и 
составляет не менее 30 сут, что значительно уве-
личивает длительность технологического процес-
са, и, кроме того, дополнительно требует нейтра-
лизации остаточного формальдегида и контро-
ля его наличия в вакцине. Термо инактивация при 
22 °С значительно короче по времени и занима-
ет 14 сут, однако приводит к выраженному сни-
жению количества копий  РНК / мл в вакцинном 
полуфабрикате.

Механизм действия β-пропиолактона заклю-
чается в алкилировании в основном пуриновых 
оснований ДНК и РНК, что сопровождается обра-
зованием ковалентных связей внутри и между це-
пями нуклеиновых кислот и приводит к ошибкам 
репликации/транскрипции. Понятно, что модифи-
цированная таким образом вирусная РНК не мо-
жет быть использована полимеразами в качестве 
матрицы, а значит предотвращается репликация 
вируса [28]. В отличие от формалина, β-пропио-
лактон в водных растворах гидролизуется через 
несколько часов при 25 °С (время полной инакти-
вации вируса) с образованием нетоксичных, не-
канцерогенных продуктов [25].

УФ-излучение инактивирует вирусы в резуль-
тате фотохимического повреждения их нуклеино-
вых кислот, наиболее распространенным из ко-
торых считается образование димеров циклобу-
тан-пиримидина. Такие повреждения необратимы 
из-за отсутствия соответствующих механизмов 
репарации [29], что в итоге приводит к наруше-
нию репликации вирусной РНК. Вызывая глубо-

кие изменения в геноме, УФ-излучение не ока-
зывает существенного влияния на белковую обо-
лочку, вследствие чего инактивированные вирусы 
способны сохранять свою антигенную и иммуно-
генную активность [30]. 

Специфическая активность инактивированно-
го вакцинного материала определялась нами по 
количеству копий РНК/мл, которое соответству-
ет содержанию инактивированных вирусных ча-
стиц, являющихся иммуногенными. Оценка им-
муногенности вакцины является определяющим 
показателем ее эффективности. При анализе им-
муногенных свойств моновакцин против виру-
сов Пуумала, Хантаан и Сочи, инактивирован-
ных формалином, β-пропиолактоном и УФ-излу-
чением, достоверной разницы выявлено не было. 
 Иммуногенность моновакцин сохранялась на вы-
соком уровне во всех группах (рис. 5).

Наиболее перспективным инактиватором хан-
тавирусов по результатам наших исследований 
является β-пропиолактон: время инактивации в 
пределах нескольких часов, снижается агрега-
ция инактивированных вирусных частиц и фраг-
ментов клеточных белков, что приводит к умень-
шению концентрации общего белка в вакцинном 
препарате, отсутствует необходимость контроля 
остаточного инактивирующего агента в вакцине, 
поскольку он полностью разрушается [25]. Опре-
деляющей характеристикой при этом являлось со-
хранение специфической активности и выражен-
ная иммуногенность вакцины.
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Abstract–Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is an acute zoonotic disease caused by 
orthohantaviruses Puumala, Dobrava-Belgrad (4 genotypes), Hantaan (genotype Amur) and Seoul.. In 
the Russian Federation, HFRS takes a leading place among all natural focal human diseases. Formalin, 
β-propiolactone, and ultraviolet radiation were tested to select the optimal method of virus inactivation 
during the development of the whole-virion vaccine against HFRS. The specific activity and the 
immunogenicity of the vaccine were determined, respectively,  by the number of copies of viral RNA/mL 
and by the titer of neutralizing antibodies in the BALB/c mice blood serum in response to immunization. 
An analysis of the immunogenicity of vaccines inactivated with formalin, β-propiolactone or UV radiation 
did not reveal significant differences in the level of neutralizing antibodies they induced. At the same time, 
β-propiolactone has obvious technological advantages compared to formalin and UV radiation: the time of 
inactivation of hantavirus is reduced tenfold, neutralization of the inactivator and control of its content in 
the final vaccine are not required, and the amount of total protein in the vaccine decreases.

Keywords: hemorrhagic fever with renal syndrome, hantaviruses, inactivated vaccines, neutralizing 
antibodies, formalin, β-propiolactone, ultraviolet

doi: 10.21519/0234-2758-2020-36-2-64-73


