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Резюме. Вирус осповакцины сыграл ключевую роль в глобальной ликвидации натуральной оспы. Однако при 

массовой иммунизации вакцинами на основе разных штаммов вируса осповакцины выявлялись случаи тя-

желых побочных реакций, иногда завершающиеся летальным исходом, особенно у людей с ослабленной им-

мунной системой. Поэтому после объявления в 1980 году о ликвидации оспы Всемирная организация здра-

воохранения рекомендовала прекратить противооспенную вакцинацию. За прошедшие 40 лет человеческая 

популяция практически утратила иммунитет не только к натуральной оспе, но и к зоонозным ортопоксвирус-

ным инфекциям, таким как оспа обезьян, оспа коров, оспа буйволов, оспа верблюдов. Поэтому в последние 

годы на разных континентах стали возникать вспышки ортопоксвирусных инфекций человека, которые име-

ют опасность перерасти в будущем в распространенные эпидемии. В связи с этим возникла необходимость 

получения безопасных аттенуированных штаммов вируса осповакцины путем направленной инактивации 

генов вирулентности этого вируса, а также изучения на лабораторных моделях проявления их свойств пато-

генности и иммуногенности в зависимости от способа введения вирусов в организм животных. Аттенуация 

вируса осповакцины в настоящее время часто достигается при создании живых рекомбинантных полива-

лентных вакцин в результате встройки целевых последовательностей ДНК в гены вирулентности векторного 

вируса, что приводит к их инактивации. Объектами исследования в данной работе стали штамм LIVP виру-

са осповакцины, используемый в Российской Федерации для противооспенной вакцинации, и полученный 

на его основе методами генетической инженерии аттенуированный вариант LIVP-GFP, у которого нарушен 

вирусный ген тимидинкиназы. Данные вирусы вводили мышам-сосункам линии BALB/c интрацеребраль-

но в дозах 101 или 102 БОЕ/животное для оценки нейровирулентности сравниваемых штаммов вируса оспо-

вакцины. Взрослых мышей заражали этими вирусами интраназально, подкожно или внутрикожно в дозах 

107 или 108 БОЕ/животное и контролировали в течение 14 суток наличие клинических проявлений вирусной 

инфекции. Через 28 суток от начала эксперимента получали индивидуальные сыворотки крови мышей и ме-

тодом ИФА определяли в них уровень вирус-специфичных антител. Показано, что рекомбинантный штамм 

LIVP-GFP обладает значительно сниженной нейровирулентностью и патогенностью для мышей по сравне-

нию с исходным штаммом LIVP. Наиболее безопасным и эффективным способом иммунизации для обоих 

изученных штаммов вируса осповакцины оказалось внутрикожное введение.
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ROUTE-COUPLED PATHOGENICITY AND IMMUNOGENICITY OF VACCINIA VIRUS VARIANT 

INOCULATED MICE

Shchelkunov S.N., Sergeev A.A., Kabanov A.S., Yakubitskiy S.N., Bauer T.V., Pyankov S.A.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Kol'tsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Vaccinia virus had played a key role in the global smallpox eradication. However, in case of mass vaccination 

with various Vaccinia virus strains severe side effects were revealed sometimes ending up with lethal outcomes, especially 

in immunocompromised humans. Hence, in 1980 the World Health Organization recommended to cancel smallpox vac-

cination after declaring about smallpox eradication. Over the last 40 years, human population virtually lost immunity 

not only against smallpox, but also against other zoonotic orthopoxvirus infections, such as monkeypox, cowpox, buf-

falopox, and camelpox. All of them pose a represent increasing threat to human health and heighten a risk of emerging 

highly contagious viruses due to natural evolution of previous zoonotic orthopoxviruses. In order to prevent development 

of small outbreaks into spreading epidemics and, thus, to decrease a risk of emergence due to natural evolution of high-

ly pathogenic for humans orthopoxviruses, efforts should be applied to develop safe new generation live vaccines based 

on Vaccinia virus with target virulence genes inactivation. These strains should be examined in laboratory animal models 

inoculated via different routes. Currently, Vaccinia virus often becomes attenuated to create live recombinant vaccines 

due to inserting target DNA sequences into the virus virulence genes resulting in their inactivation. Vaccinia virus strain 

LIVP used in the Russian Federation as smallpox vaccine as well as derivative attenuated variant LIVP-GFP created by 

using genetic engineering methods with inactivating its thymidine kinase gene were examined. Such viruses were intra-

cerebrally inoculated into suckling mice at doses of 101 or 102 PFU/animal for neurovirulence assessment. Adult mice were 

infected intranasally, subcutaneously or intradermally at doses of 107 or 108 PFU/animal and clinical manifestations were 

analyzed for 14 days. On the 28th day after the onset, blood serum samples were collected from individual mice to measure 

virus specific antibody level by using ELISA. It was shown that recombinant Vaccinia virus strain LIVP-GFP displayed 

markedly lowered neurovirulence and pathogenicity for mice as compared to parental LIVP. Finally, intradermal route 

turned out to demonstrate the most safe and effective profile for immunization with both examined Vaccinia virus strains.

Key words: Vaccinia virus, attenuation, infection, pathogenicity, immune response, antibodies.

Введение

40 лет назад в мае 1980 г. на Всемирной ас-

самблее здравоохранения было объявлено 

о триумфальном завершении международной 

программы по глобальной ликвидации оспы. 

Благодаря строгому противоэпидемическому 

контролю и массовой вакцинации против оспы 

удалось победить эту особо опасную инфек-

цию, которая только в 20 веке унесла жизни 

не менее 300 млн человек. Дальнейшую вакци-

нацию против оспы было предложено прекра-

тить, поскольку она в ряде случаев приводила 

к тяжелым побочным реакциям [4, 17].

Живая противооспенная вакцина первого 

поколения представляла собой вирус осповак-

цины (Vaccinia virus, VACV), полученный куль-

тивированием на скарифицированной коже 

крупного рогатого скота или других домашних 

животных. При этом в разных странах исполь-

зовали различные штаммы VACV, происхожде-

ние которых точно не было известно. Штаммы 

VACV различались между собой по патоген-

ности при инфицировании различных видов 

лабораторных животных и по реактогенности 

при вакцинации людей [5, 6, 17]. Чем обусловле-

ны такие различия штаммов VACV, до сих пор 

не выяснено.

Прекращение противооспенной вакцинации 

после 1980 г. привело к тому, что в настоящее 

время подавляющее большинство людей не име-

ет иммунитета не только к оспе, но и к инфекци-

ям человека, вызванным близкородственными 

вирусу натуральной оспы (Variola virus, VARV) 

зоонозными ортопоксвирусами, такими как 

вирус оспы обезьян (Monkeypox virus, MPXV), 

вирус оспы коров (Cowpox virus, CPXV), вирус 

оспы верблюдов (Camelpox virus, CMLV) и VACV. 

Именно поэтому в последние годы в разных ре-

гионах мира участились вспышки ортопоксви-

русных инфекций человека, что во все большей 

степени начинает представлять угрозу для здо-

ровья людей [2, 11, 15, 20]. В связи с этим вновь 

возникает необходимость иммунизации населе-

ния против ортопоксвирусных инфекций в эн-

демичных по ним районах [16]. Однако класси-

ческая противооспенная вакцина первого поко-

ления для этих целей не подходит, поскольку мо-

жет обусловливать тяжелые побочные реакции, 

особенно на фоне возросшего в последние деся-

тилетия числа иммунодефицитов людей разной 

природы (ВИЧ-инфекция и др.) [6, 19]. Поэтому 

необходимо получать аттенуированные штаммы 

VACV и изучать их иммуногенные свойства [2, 

16, 22].

Известно, что свойства патогенности и им-

муногенности VACV зависят от используемого 

штамма и способа его введения в организм жи-

вотного [8, 9, 14, 21]. В данной работе нами прове-

дено сравнение свойств штамма Л-ИВП (LIVP) 
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и полученного на его основе аттенуированного 

варианта LIVP-GFP с инактивированным геном 

тимидинкиназы при различных способах и раз-

ных дозах введения вирусов мышам.

Материалы и методы

Вирусы. В работе использовали штамм VACV 

LIVP клон 14 и полученный на его основе ре-

комбинантный штамм LIVP-GFP со встройкой 

гена зеленого флуоресцентного белка в вирус-

ный ген тимидинкиназы [13].

Культивирование вирусов. Вирусы выращи-

вали и титровали на культуре клеток почки 

африканской зеленой мартышки линии CV-1 

из коллекции ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Рос-

потребнадзора. Монослой клеток линии CV-1, 

выращенный в культуральных флаконах с ис-

пользованием питательной среды ДМЕМ/F-12 

(1:1) (Биолот, Россия), содержащей 10% FBS 

(Gibco, Германия), заражали вирусом с множе-

ственностью 0,1–1,0 БОЕ/клетку и инкубиро-

вали 48 ч при температуре 37°С до образования 

полного ЦПД. Затем зараженные клетки CV-1 

подвергали двум циклам замораживания–от-

таивания и полученный препарат обрабаты-

вали ультразвуком при частоте 22 кГц. После 

этого осаждали клеточный дебрис на центри-

фуге J2-HS Beckman Coulter при 5000 об/мин, 

4°С 20 мин. Затем из полученного супернатанта 

осаждали вирус на центрифуге J2-HS Beckman 

Coulter при 14 000 об/мин, 4°С 60 мин. Осадок 

вирусных частиц ресуспендировали в физиоло-

гическом растворе (Биолот, Россия), фасовали 

в пробирки объемом 1,5 мл и хранили при ми-

нус 80°С. Титр вируса в полученных образцах 

определяли методом бляшек.

Животные. В исследованиях использовали 

инбредных разнополых мышей линии BALB/c, 

полученных из питомника ФБУН ГНЦ ВБ 

«Вектор» Роспотребнадзора. Подопытных жи-

вотных содержали на стандартном рационе 

с достаточным количеством воды согласно ве-

теринарному законодательству и в соответ-

ствии с требованиями по гуманному содер-

жанию и использованию животных в экспе-

риментальных исследованиях. Исследования 

и манипуляции на животных были одобрены 

комитетом по биоэтике ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора.

Оценка нейровирулентных свойств вирусов 

на мышах-сосунках. Использовали 2–3-суточ-

ных разнополых мышей линии BALB/c. Для из-

учения выживаемости животных сосунки были 

распределены в группы по 10 голов, которых 

интрацеребрально (и/ц) заражали штамма-

ми VACV LIVP или LIVP-GFP в дозах 101 и 102 

БОЕ/10 мкл/животное. Группе отрицательного 

контроля и/ц вводили 10 мкл физиологическо-

го раствора (ФР). После инфицирования мы-

шей регистрировали их гибель в группах в тече-

ние 14 суток.

Заражение взрослых мышей вирусами. Исполь-

зовали 3–5-недельных разнополых мышей ли-

нии BALB/c массой 13–16 г. Интрана зальное 

(и/н) введение препаратов VACV мышам про-

водили следующим образом: после ингаляци-

онного наркоза диэтиловым эфиром мышам 

в полость носа вводили вирус-содержащую жид-

кость либо ФР в объеме 30 мкл суммарно в обе 

ноздри. Внутрикожное (в/к) инфицирование 

мышей осуществляли путем введения вирусного 

препарата либо ФР в корень хвоста, а подкож-

ное (п/к) — в холку, используя те же дозы и объ-

емы препаратов, что и при и/н инфицировании. 

Применяли дозы заражения 108 и 107 БОЕ/жи-

вотное. В каждой группе экспериментальных 

животных было по 5–6 мышей. Мышей еже-

дневно взвешивали и фиксировали у них внеш-

ние клинические признаки заболевания (адина-

мия, тремор, взъерошенность шерсти) в течение 

14 суток. Средние арифметические значения 

массы тел мышей для каждой группы на времен-

ную точку рассчитывали и выражали в процен-

тах от начального веса, а стандартное отклоне-

ние среднего вычисляли как описано [12].

Получение сывороток крови мышей. Через 28 су-

ток после введения препаратов VACV у мышей 

проводили забор проб крови из ретроорбиталь-

ного венозного синуса с помощью однора зовых 

стерильных капилляров, после чего животных 

умерщвляли путем цервикальной дислокации. 

Из крови мышей была получена сыворотка путем 

осаждения форменных элементов крови центри-

фугированием. Индивидуальные образцы сы-

вороток крови мышей хранили при температуре 

минус 20°С.

Иммуноферментный анализ сывороток кро-

ви мышей. В качестве антигена использовали 

очищенный препарат VACV LIVP. Антиген 

сорбировали в лунки 96-луночного планше-

та для ИФА в течение 18–20 ч, затем прово-

дили блокировку-стабилизацию раствором 

2,5% триптона ферментативного приготовле-

ния и 5%-ной сахарозы в течение 2 ч. Раствор 

аспирировали из лунок планшета и планшет 

высушивали с последующим хранением в гер-

метичном пакете при температуре от 4 до 8°С. 

Перед проведением процедуры ИФА исследуе-

мые образцы и реагенты выдерживали при 

комнатной температуре 30–60 мин. Во все лун-

ки планшета вносили по 100 мкл разводящего 

раствора (РР): 0,1% казеина и 0,1% бычьего сы-

вороточного альбумина. В верхний ряд лунок 

добавляли еще по 100 мкл РР. Затем в верхний 

ряд вносили по 2 мкл исследуемых образцов, 

а также на каждый планшет добавляли два за-

ведомо отрицательных образца из контрольной 
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группы в качестве отрицательного контроля. 

В одну лунку планшета в качестве положитель-

ного контроля в разведении 1:100 вносили за-

ведомо положительный образец, содержащий 

антитела к VACV.

Пипетируя и перенося в нижние лунки по-

следовательно по 100 мкл раствора, титровали 

исследуемые и контрольные отрицательные 

образцы — сыворотки крови мышей — с разве-

дения 1:100 до 1:12 800. Лунки закрывали клей-

кой пленкой и инкубировали в термошейкере 

60 мин при 37°С и 700 об/мин. Не связавшиеся 

в иммунные комплексы антитела сыворотки 

пятикратно отмывали из лунок 400 мкл про-

мывочного раствора фосфатно-солевого буфе-

ра с добавлением Твин-20 (ФСБ-Т). Вносили 

по 100 мкл раствора пероксидазного конъю-

гата IgG козы к Fc-фрагментам IgG мыши, за-

крывали клейкой пленкой и инкубировали 

30 мин при 37°С и 700 об/мин. Не связавшийся 

в иммунные комплексы конъюгат пятикратно 

отмывали из лунок 400 мкл ФСБ-Т. Вносили 

в лунки по 100 мкл хромогена 3,3′,5,5′-тетраме-

тиленбензидина в цитрат-фосфатном растворе 

с перекисью водорода и выдерживали 15 мин 

при 37°С. Лунки, в которых образовались им-

мунные комплексы, приобретали синюю окрас-

ку. Останавливали реакцию развития окраски 

внесением в лунки по 50 мкл 1 М серной кис-

лоты (стоп-реагент). Синяя окраска изменялась 

на желтый цвет. Его интенсивность прямо про-

порциональна количеству образовавшихся им-

мунных комплексов. Регистрировали оптичес-

кую плотность раствора в лунках на планшет-

ном сканере при длине волны 450 нм. Титром 

IgG к антигенам VACV считали среднюю вели-

чину от повторов одного образца, титр каждого 

повтора оценивали по минимум 10%-ному пре-

вышению оптической плотности отрицатель-

ного контроля в этом же разведении. Вычисляли 

средние геометрические значения логарифма 

обратного титра VACV-специфических IgG 

по экспериментальным группам и рассчиты-

вали доверительные интервалы для уровня 

95%-ной вероятности совпадения каждой вы-

борки с генеральной совокупностью [1].

Результаты

Нейровирулентность штаммов вируса оспо-

вакцины. Для сравнительной оценки нейро-

вирулентных свойств штаммов VACV LIVP 

и LIVP-GFP использовали разнополых мы-

шей-сосунков линии BALB/c. Было сформиро-

вано 5 групп по 10 животных. Мышам первой 

и второй групп и/ц вводили штамм VACV LIVP 

в дозах 101 и 102 БОЕ/10 мкл/животное соот-

ветственно. Животным третьей и четвертой 

групп аналогично вводили в дозах 101 и 102 БОЕ 

штамм VACV LIVP-GFP. Мышам группы отри-

цательного контроля вводили и/ц по 10 мкл ФР. 

Данные по выживаемости мышей в зависимо-

сти от использованного штамма и дозы вируса, 

приведенные на рис. 1, показывают, что VACV 

с нарушенным геном тимидинкиназы (LIVP-

GFP) обладает значительно сниженной ней-

ровирулентностью по сравнению и исходным 

штаммом LIVP.

Патогенность штаммов вируса осповакци-

ны в зависимости от способа введения мышам. 

Для сравнительного изучения того, как способ 

инфицирования и доза вводимого вирусного 

препарата влияют на проявление патогенных 

свойств штаммов VACV LIVP и LIVP-GFP, мы-

шей заражали тремя наиболее популярными 

способами: и/н, в/к или п/к. Инфицирующие 

Рисунок 1. Динамика гибели животных, интерцеребрально зараженных вирусами LIVP и LIVP-GFP

Figure 1. Animal death dynamics after intracranial infection by LIVP and LIVP-GFP viruses
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дозы каждого вируса были 107 или 108 БОЕ. 

Поскольку большинство штаммов VACV при ин-

фицировании взрослых мышей обычно не при-

водят к их гибели, патогенность вариантов этого 

вируса изучается по изменению массы тела жи-

вотных после заражения и клиничес ким прояв-

лениям заболевания (взъерошенность шерсти, 

адинамия, тремор) [10, 12].

Выраженные клинические проявления ин-

фекции наблюдали при и/н инфицировании 

мышей VACV LIVP в обеих использованных 

дозах (рис. 2А). Пик заболевания приходился 

на 6–8 сут после заражения. В то же время при 

и/н заражении мышей штаммом LIVP-GFP 

не было выявлено клинических проявлений за-

болевания, и изменения массы тела животных 

не имели достоверных отличий от соответствую-

щих изменений массы тела животных контроль-

ной группы, подвергшихся и/н введению ФР 

(рис. 2Б).

При в/к введении обоих штаммов VACV  

клинические проявления вирусной инфекции 

не наблюдались, и масса тела эксперименталь-

ных животных увеличивалась в ходе наблюде-

ния аналогично данному процессу у контроль-

ных животных (рис. 3).

В группах мышей после п/к инъекции обоих 

штаммов VACV независимо от дозы вирусов так-

же не обнаружили ни клинических проявлений 

инфекции, ни достоверных отклонений измене-

ния массы тела мышей в отличие от контроль-

ной группы животных (данные не приведены).

Рисунок 2. Динамика изменения массы тела мышей, интраназально зараженных VACV LIVP (A) 

и LIVP-GFP (Б)

Figure 2. The dynamics of body weight changes in mice after intranasal infection by VACV LIVP (A) and LIVP-GFP (B)
 Примечания. 107 БОЕ, 108 БОЕ — дозы инфицирования соответствующим вирусом.
Notes. 107 PFU, 108 PFU — doses of corresponding virus infection.

Рисунок 3. Динамика изменения массы тела мышей, внутрикожно зараженных VACV LIVP и LIVP-GFP

Figure 3. The dynamics of body weight changes in mice after intradermally infection by VACV LIVP and LIVP-GFP
Примечания. 107 БОЕ, 108 БОЕ — дозы инфицирования соответствующим вирусом.
Notes. 107 PFU, 108 PFU — doses of corresponding virus infection.
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Иммуногенность штаммов вируса осповакци-

ны в зависимости от способа введения мышам. 

На 28 сутки после заражения каждым из вирусов 

либо после введения ФР (контрольные группы) 

проводили индивидуально взятие проб крови 

у мышей и получали из них сыворотки, которые 

хранили в замороженном состоянии. Результаты 

исследования сывороток на наличие антител 

к антигенам очищенных вирио нов VACV LIVP 

методом иммуноферментного анализа (ИФА) 

приведены на рис. 4. Как видим, при интрана-

зальном инфицировании вирус LIVP-GFP инду-

цирует достоверно меньшую продукцию VACV-

специ фичных антител по сравнению со штам-

мом LIVP. При подкожном введении продукция 

специфичных антител значительно ниже, но для 

обоих вирусов соизмерима. При внутрикожном 

заражении уровень вирус-специфичных антител 

существенно выше по сравнению с подкожным 

способом инфицирования. При этом аттенуи-

рованный штамм LIVP-GFP индуцирует син-

тез VACV-специфичных антител, сравнимый 

по уровню с продукцией антител в ответ на инъ-

екцию LIVP.

Обсуждение

Способ иммунопрофилактики оспы, пред-

ложенный Э. Дженнером в конце XVIII в., со-

стоял в инокуляции человеку инфекционного 

материала из кожных поражений, образующих-

ся при заражении оспой коров (или оспой ло-

шадей) животных или людей [2, 4, 19]. При этом 

природа инфекционных агентов как оспы ко-

ров, так и натуральной оспы была неизвест-

на, поскольку царство вирусов было открыто 

лишь спустя столетие. Это привело к тому, что 

вакцинирую щие противооспенные агенты рас-

пространялись на разных территориях в те-

чение долгих лет без четкой характеризации. 

При этом они подвергались множественным 

циклам размножения/пассажам в организме 

(обычно на коже) разных животных, таких как 

телята, кролики, овцы [4, 5, 17], с отбором вари-

антов, проявляющих менее реактогенные свой-

ства при вакцинации людей. Поэтому истори-

чески в разных географических регионах стали 

использовать разные штаммы вакцинных ви-

русов, которые в XX в. отнесли к виду Vaccinia 

virus (VACV), отличному от вида возбудителя 

оспы коров – Cowpox virus (CPXV) [3]. Оба этих 

вида близкородственны вирусу натуральной 

оспы, штаммы которого образуют вид Variola 

virus (VARV) и входят в состав рода Orthopoxvirus 

семейства Poxviridae [4, 17]. Ортопоксвирусы 

антигенно и иммунологически близки друг 

другу и дают перекрестные серологические ре-

акции и обес печивают иммунную защиту при 

инфицировании организма родственным ви-

Рисунок 4. Титры VACV-специфичных антител 

в сыворотке крови мышей, инфицированных 

штаммами VACV LIVP или LIVP-GFP, 

определенные методом ИФА

Figure 4. Titers of VACV-specific antibodies in sera of mice 
infected by VACV LIVP or LIVP-GFP assessed by ELISA
Примечания. Черными кружками обозначены данные 
для каждого животного, черными квадратами — средние 
геометрические значения и доверительные интервалы 
для 95%-ной вероятности совпадения с генеральной 
совокупностью титров IgG к антигенам VACV. К — контроль, 
107, 108 — дозы инфицирования, БОЕ/животное.
Notes. Data of individual animals are shown by black circles. 
Black squares — average geometrical values and confidence 
intervals for the 95% probability of coincidence with the general 
set of IgG titers to VACV antigens. C — control, 107, 108 — 
infection doses, PFU/animal.
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дом вируса. Именно поэтому спорадическое за-

ражение человека вирусом CPXV или прививка 

VACV обусловливали защиту от оспы.

В ходе международной программы по ликви-

дации оспы, стартовавшей в 1958 г. и закончив-

шейся в 1980 г., было проведено сравнение ряда 

наиболее широко используемых для вакцинации 

штаммов VACV по показателям реактогенности 

и поствакцинальных осложнений при иммуни-

зации людей и патогенности для лабораторных 

животных (мыши, кролики). Была выявлена 

корреляция по этим свойствам между клиничес-

кими данными и результатами исследований 

на лабораторных животных [17]. Выяснилось, что 

штаммы VACV могут существенно различать-

ся по свойствам патогенности/реактогенности. 

Кроме того, способ введения вируса может суще-

ственно влиять на проявление его патогенных 

и иммуногенных свойств [7, 8, 9, 14, 18, 21].

В данной работе объектами исследования 

стал штамм Л-ИВП (LIVP), полученный в Ин-

ституте вирусных препаратов (Москва) адап-

тацией штам ма Elstree к размножению на коже 

телят [17], и его вариант LIVP-GFP, в кото-

ром нарушен ген тимидинкиназы в результате 

встройки гена зеленого флуоресцентного бел-

ка [13]. Нами было изучено влияние дозы и спо-

соба введения данных вирусов на проявление 

их патогенных и иммуногенных свойств на мы-

шиной модели с целью выбора наиболее опти-

мального способа иммунизации.

При и/ц введении мышам сосункам было 

показано, что штамм LIVP-GFP (ТК–) имеет 

достоверно сниженные свойства нейровиру-

лентности по сравнению с родительским LIVP 

(рис. 1). Эти результаты согласуются с ранее 

опубликованными данными о том, что наруше-

ние гена тимидинкиназы у штамма WR VACV 

приводит к его значительной аттенуации [5, 7].

Взрослые мыши наибольшую чувствитель-

ность к штамму LIVP проявили при интрана-

зальном введении, хотя инфекция не завер-

шалась гибелью животного. При этом в той же 

системе штамм LIVP-GFP не приводил к раз-

витию заболевания с выраженными клини-

ческими проявлениями (рис. 2). При таких же 

инфицирующих дозах как для штамма LIVP, 

так и штамма LIVP-GFP при внутрикожном 

(рис. 3) или подкожном введении клинических 

проявлений заболевания не наблюдали.

При иммунизации живой вакциной важно 

осуществлять выбор дозы и способа инфициро-

вания, которые при минимальном патогенном 

воздействии на организм вакцинируемого бу-

дут индуцировать высокий уровень продукции 

вирус-специфичных антител. Выполненный 

в данной работе анализ показал (рис. 4), что 

в случае подкожного введения штаммов VACV 

LIVP и LIVP-GFP при низкой патогенности 

наблюдается и невысокая продукция вирус-

специ фичных антител. Интраназальное введе-

ние штаммов VACV приводит к синтезу спец-

ифичных антител в высоких титрах в случае 

штамма LIVP и в низких — в случае штамма 

LIVP-GFP. При этом штамм LIVP, в отличие 

от LIVP-GFP, при данном способе введения ви-

руса проявляет выраженное патогенное воздей-

ствие на организм мышей (рис. 2).

Наиболее оптимальным по соотношению 

патогенность/иммуногенность как для штамма 

LIVP, так и рекомбинантного LIVP-GFP с на-

рушенным геном тимидинкиназы можно счи-

тать внутрикожное введение (рис. 3, 4). Следует 

отметить, что ген тимидинкиназы VACV явля-

ется одной из наиболее часто используемых ми-

шеней для встройки чужеродных генов при соз-

дании поливалентных рекомбинантных живых 

вакцин на основе VACV [5, 13, 18].
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