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Резюме. Стабильность цельновирионных инактивированных вакцин в значительной степени зависит от форму-

ляции готового препарата. В данном исследовании изучалось влияние на сохранность иммуногенных свойств 

экспериментального вакцинного препарата против геморрагической лихорадки с почечным синдромом усло-

вий хранения вакцинного полуфабриката и использование в составе вакцины человеческого сывороточного 

альбумина, широко использующегося в качестве криопротектора. Для получения экспериментальной вакци-

ны вирус Пуумала, размноженный в культуре клеток Vero, был сконцентрирован, инактивирован бета-про-

пиолактоном в разведении 1:6000 и очищен хроматографически на мультимодальном сорбенте Capto™Core 700 

(GE Healthcare, США). Содержание целевого компонента в вакцинном препарате составило 2±0,2 × 106 копий 

РНК/мл. Гуморальный иммунный ответ на введение вакцинного препарата определяли по индукции нейтрали-

зующих антител в сыворотках крови иммунизированных сирийских хомяков (Mesocricetus auratus). Установлено, 

что инактивированный бета-пропиолактоном вирус Пуумала индуцирует выраженный гуморальный иммун-

ный ответ, что свидетельствует о сохранности соответствующих иммуногенных эпитопов. Показано, что ви-

русная РНК более стабильна при хранении инактивированного вируса по сравнению с неинактивированным. 

В исследовании подтвержден факт полной инактивации вируса через 24 ч хранения при температуре 37°С. 

Отмечено значительное снижение иммуногенной активности вируса при термоинактивации, что подтверждает 

необходимость тщательного подбора условий хранения для термолабильных хантавирусов. Установлена прямая 

корреляция между титром вируса и количеством копий вирусной РНК/мл. Добавление человеческого сыворо-

точного альбумина стабилизирует инфекционность вируса при хранении: титр вируса Пуумала оставался на не-

изменном уровне в течение 3 месяцев хранения при 6±2°С, тогда как в материале без добавления альбумина титр 

снижался до неопределяемых значений. Добавление 0,1% человеческого сывороточного альбумина к инактиви-

рованному вирусному препарату способствует стабилизации его иммуногенных свойств при длительном хране-

нии. Показано, что препараты с добавлением человеческого сывороточного альбумина (0,1–1%) дозозависимо 

более стабильны при многократном замораживании по показателям содержания вирусной РНК и иммуноген-
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ности. Можно предполагать, что человеческий сывороточный альбумин способствует лучшей сохранности ге-

нетического материала вируса при хранении, а белковые эпитопы, ответственные за протективный иммунный 

ответ в форме индукции нейтрализующих антител, претерпевают в присутствии альбумина менее выраженные 

конформационные изменения. Эти данные указывают на целесообразность включения человеческого сыворо-

точного альбумина в состав вакцинного препарата.

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, хантавирус Пуумала, хантавирусный вакцинный 

препарат, нейтрализующие антитела, иммунный ответ, человеческий сывороточный альбумин.
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Abstract. We report the effects of storage conditions and human serum albumin addition to the vaccine composition 

on the immunogenic properties of an experimental vaccine against hemorrhagic fever with renal syndrome. To obtain 

an experimental vaccine, the Puumala virus, propagated in Vero cells culture, was concentrated, inactivated with beta-

propiolactone, and purified by chromatography on the Capto™Core 700 multimodal sorbent (GE Healthcare). The target 

component in the vaccine was 2±0.2 × 106 of viral RNA copies/ml. The humoral immune response to the vaccine was 

determined by measuring the neutralizing antibodies in the blood serum of immunized Syrian hamsters (Mesocricetus 

auratus). It was revealed that the Puumala virus inactivated with beta-propiolactone induces a pronounced humoral 

immune response, which indicates preservation of relevant immunogenic epitopes. Аccording to our study, viral RNA 

is more stable during storage of the inactivated vs. intact virus. It was confirmed that full virus inactivation occurred after 

24 hours of storage at 37°C. A significant decrease in the virus immunogenicity during the thermal inactivation was noted, 

which confirms the need for careful selection of storage conditions for thermolabile Hantaviruses. A direct correlation was 

observed between viral titer and viral RNA copy number/ml. Adding human serum albumin stabilized viral infectivity 

during storage: Puumala virus titer remained at the same level for 3 months of storage at 6±2°C, whereas without albumin, 

the titer decreased to undetectable level. The addition of 0.1% human serum albumin to the inactivated virus stabilized 

its immunogenic properties during long-term storage. It was shown that vaccine preparations with human serum albumin 

(0.1–1%) show higher dose-dependent stability upon repeated freezing assessed by detecting viral RNA level and their 

immunogenicity. It can be assumed that human serum albumin provides better preservation of of viral genetic material 

during storage, as well the protein epitopes responsible for the protective immune response in the form of neutralizing 

antibodies induction, undergo less pronounced conformational changes in the presence of albumin. These data support 

the addition of human serum albumin to the vaccine formulation.

Key words: hemorrhagic fever with renal syndrome, Puumala virus, hantavirus vaccine, neutralizing antibodies, immune response, human 

serum albumin.

Введение

При производстве цельновирионных вакцин 

для профилактики хантавирусных инфекций 

решающее значение имеет разработка и внед-

рение безопасных и технологичных способов 

инактивации и хранения хантавирусного вак-

цинного препарата. Для цельновирионных 

вакцин помимо выбора оптимального спосо-

ба инактивирования большое значение имеет 

конечная формуляция вакцинного препарата, 

определяющая его стабильность на протяжении 

срока годности. Человеческий сывороточный 

альбумин (ЧСА), который широко используется 

в качестве криопротектора, также применяется 

и в качестве стабилизирующей добавки в вак-

цины. В исследованиях с инкапсулированным 

антигеном гепатита В были установлены за-

щитные эффекты 0,5–1% ЧСА на стабильность 

HBsAg в периоде инкапсуляции, высвобожде-

ния и восстановления антигенности во время 

лиофилизации и эмульгирования. Кроме того, 

при иммунизации крыс Sprague-Dawley пре-

паратом HBsAg-ЧСА наблюдалось повыше-

ние уровня анти-HBsAg IgG и Тх1 цитокинов 

в сравнении с препаратом без ЧСА [11]. В иссле-

дованиях Choo J. показано повышение иммуно-

генной активности аттенуированной вакцины 

против вируса Денге (bDENV2 HD-MAPs) при 

добавлении 1% ЧСА в сравнении с аналогич-

ным препаратом без ЧСА, а также стабилизация 

антигенных структур вириона в процессе хране-

ния в течение 6 месяцев при 4°С в высушенном 

виде [5]. ЧСА входит в состав вакцины от клеще-

вого энцефалита FSME-Immun®, причем было 

показано, что его исключение из формуляции 
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вакцины приводило к увеличению уровней про-

воспалительных цитокинов TNFα и IL-1β, что 

влияло на частоту побочных эффектов в виде 

лихорадки у вакцинированных [8]. В связи с от-

сутствием для возбудителя ГЛПС лабораторной 

модели инфекции, представляет интерес поиск 

чувствительной лабораторной модели для из-

учения иммуногенной активности вакцинного 

препарата. Ранее с этой целью мы использовали 

мышей BALB/с и морских свинок [3]. В данном 

эксперименте в качестве животной модели для 

иммунизации были использованы сирийские 

хомяки. Ответ иммунной системы хомяков 

на инфекции во многом близок к человеческо-

му [9], более того, они являются основной лабо-

раторной моделью для исследований хантавиру-

сов, вызывающих хантавирусный пульмональ-

ный синдром [10]. Целью исследования было 

определение стабильности и иммуногенности 

препаратов вируса Пуумала при различных ус-

ловиях хранения.

Материалы и методы

Вакцинный штамм PUU-ТKD-VERO виру-

са Пуумала, размноженный в культуре клеток 

Vero, был сконцентрирован методом ультра-

фильтрации в тангенциальном потоке, как 

было описано ранее [4]. Хроматографически 

очищенный на мультимодальном сорбенте 

Capto™Core 700 (GE Healthcare, США) препа-

рат вируса Пуумала с титром 6,0 ±0,5 lg ФОЕ/мл 

(7±0,33 × 106 копий РНК/мл) разводили физио-

логическим раствором до 4,5±0,5 lg ФОЕ/мл 

(2±0,2 × 106 копий РНК/мл). Контрольный обра-

зец полученного препарата в аликвотах по 1 мл 

хранили при температуре –70±2°С. Половину 

полученного препарата инактивировали бета-

пропиолактоном в разведении 1:6000 (И-ПУУ). 

Варианты условий хранения препаратов вируса 

Пуумала — 3 месяца при температуре 6±2°С; 

6 суток при 37±2°С; многократное заморажи-

вание материала — 5 и 40 раз при температуре 

–70±2°С, в том числе с добавлением ЧСА в ка-

честве стабилизатора, представлены в табл.

Контроль на остаточную инфекционность 

И-ПУУ оценивали в трех последовательных 

пассажах методами флюоресцирующих анти-

тел (МФА) [1], титрованием фокусобразующих 

единиц (ФОЕ) [6] и определением вирусной РНК 

в полимеразной цепной реакции с обратной 

транскрипцией в реальном времени (ОТ-ПЦР-

РВ) [7]. Иммуногенную активность И-ПУУ оце-

нивали на самках сирийских хомяков в возрасте 

2 недель и весом 48±0,3 г. Согласно утвержден-

ному на Этическом комитете заключению, дан-

ное исследование соответствует положениям 

Хельсинской декларации и не нарушает биоэти-

Таблица. Условия хранения

Table. Storage conditions

Условия хранения

Storage conditions
Вирус Пуумала (ПУУ)

Puumala virus (PUU)
Инактивированный вирус Пуумала (И-ПУУ)

Inactivated Puumala virus (I-PUU)

3 месяца при 6±2°С

3 months at 6±2°С
ПУУ

PUU
И-ПУУ

I-PUU

6 суток при 37±2°С

6 days at 37±2°С
ПУУ-37

PUU-37
И-ПУУ-37

I-PUU-37

Замораживание 5 раз при –70±2°С

Freezing 5 times at –70±2°С
ПУУ-5з

PUU-5f
И-ПУУ-5з

I-PUU-5f

Замораживание 40 раз при –70±2°С

Freezing 40 times at –70±2°С
ПУУ-40з

PUU-40f
И-ПУУ-40з

I-PUU-40f

3 месяца при 6±2°С + 0,1% ЧСА

3 months at 6±2°С + 0,1% HSA
ПУУ × 0,1

PUU × 0,1
И- ПУУ × 0,1

I-PUU × 0,1

6 суток при 37±2°С + 0,1% ЧСА

6 days at 37±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-37 × 0,1

PUU-37 × 0,1
И-ПУУ-37 × 0,1

I-PUU-37 × 0,1

Замораживание 5 раз при –70±2°С + 0,1% ЧСА

Freezing 5 times at –70±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-5з × 0,1

PUU-5f × 0,1
И-ПУУ-5з × 0,1

I-PUU-5f × 0,1

Замораживание 40 раз при –70±2°С + 0,1% ЧСА

Freezing 40 times at –70±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-40з × 0,1

PUU-40f × 0,1
И-ПУУ-40з × 0,1

I-PUU-40f × 0,1

3 месяца при 6±2°С + 1% ЧСА

3 months at 6±2°С + 1% HSA
ПУУ × 1
PUU × 1

И-ПУУ  × 1
I-PUU × 1

6 суток при 37±2°С + 1% ЧСА

6 days at 37±2°С + 1% HSA
ПУУ-37 × 1
PUU-37 × 1

И-ПУУ-37 × 1
I-PUU-37 × 1

Замораживание 5 раз при –70±2°С + 1% ЧСА

Freezing 5 times at –70±2°С + 1% HSA
ПУУ-5з × 1
PUU-5f × 1

И-ПУУ-5з × 1
I-PUU-5f × 1

Замораживание 40 раз при –70±2°С + 1% ЧСА

Freezing 40 times at –70±2°С + 1% HSA
ПУУ-40з × 1
PUU-40f × 1

И-ПУУ-40з × 1
I-PUU-40f × 1
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ческих правил обращения с животными, уча-

ствующими в экспериментах (выписка № 100622-

5 от 10.06.2022 г.). Самки хомяков были рандоми-

зированно распределены по 6 особей в каждой 

группе. Образцы И-ПУУ вводили по 200 мкл 

в мышечную ткань бедра по схеме: 2 иммуниза-

ции с двухнедельным интервалом. Через 14 дней 

после второй иммунизации все животные были 

подвергнуты эвтаназии путем декапитации по-

сле введения в наркоз сначала стандартной до-

зой комбинации препаратов Золетил-Ксила 

[Золетил (10 мг/кг) + Ксила (1 мг/кг)], а затем 

тройной дозой этих препаратов. Сыворотки кро-

ви животных трехкратно исследовали в реак-

ции нейтрализации в клеточной культуре Vero. 

Результат представлен в виде среднегеометри-

ческого значения титра (СГТ) нейтрализующих 

антител (нАТ) в двоичных логарифмах по 50% 

редукции числа фокусобразующих единиц (РН/

ФОЕ/50). Для количественной оценки РНК в об-

разцах хантавирусного препарата использова-

ли ПЦР в режиме реального времени со штам-

моспецифичными праймерами Ufa_F, Ufa_R, 

и зондом Ufa_Z. Количественное содержание 

живого вируса ПУУ оценивали по титру виру-

са методом определения числа фокусобразую-

щих единиц в культуре клеток Vero. Результаты 

обработаны и проанализированы в программе 

GraphPad Prism 8.4.3. Представленные усред-

ненные данные являются результатом трех не-

зависимых экспериментов, статистически об-

работанных с использованием одностороннего 

ANOVA с тестом множественных сравнений 

Тьюки: ns — не значима, *p < 0,05, **p < 0,01, 

***p < 0,005, ****p < 0,0001.

Результаты

Титр вируса ПУУ без добавления челове-

ческого сывороточного альбумина снижал-

ся через 3 месяца хранения при температуре 

6±2°С до неопределяемого уровня по сравне-

нию с контрольным образцом (рис. 1). Хранение 

ПУУ при 37°С приводило к полной инакти-

вации через 24 ч вне зависимости от добавле-

ния 0,1% и 1% человеческого сывороточного 

альбумина в образцы (данные не показаны). 

Это подтверждает необходимость тщательного 

подбора условий хранения, предотвращающих 

термоинактивацию термолабильных ханта-

вирусов. Добавление 0,1% и 1% человеческого 

сывороточного альбумина в образцы, хранив-

шиеся при температуре 6±2°С в течение 3 ме-

сяцев, стабилизировало титр вируса на уровне 

Рисунок 1. Зависимость стабильности неинактивированного вируса Пуумала (ПУУ) от условий хранения

Figure 1. A relation between the stability of non-inactivated Puumala virus (PUU) and storage conditions
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3,7±0,5 lg ФОЕ/мл. В препарате ПУУ, не содер-

жавшем ЧСА, титр вируса после 5- и 40-кратной 

заморозки снижался до неопределяемых значе-

ний. При добавлении 0,1% и 1% человеческого 

сывороточного альбумина к образцам, после 

5-кратного замораживания титр вируса сни-

жался до 2,6±0,3 и 3,2±0,2 lg ФОЕ/мл соответ-

ственно по сравнению с контролем (p < 0,0001). 

После 40-кратной заморозки титр вируса сни-

жался до неопределяемых значений (p < 0,0001).

Количество копий вирусной РНК/мл при 

сравнении с контрольным образцом статисти-

чески значимо снизилось (p < 0,0001) в образце 

без ЧСА и с 0,1% ЧСА; для образца с 1% ЧСА сни-

жение не наблюдалось (рис. 1). Замораживание 

образцов приводило к значимому снижению 

числа копий РНК/мл до 5,41±0,3 × 103 (p < 

0,0001) при сравнении с образцами, хранивши-

мися при 6±2°С в течение 3 месяцев, вне зависи-

мости от добавления человеческого сывороточ-

ного альбумина. Стоит отметить, что наиболь-

шее количество детектируемой РНК как после 

5-кратной, так и после 40-кратной заморозки, 

выявляли при добавлении 1% ЧСА. Хранение 

образца при 37°С также достоверно снижало ко-

личество определяемой РНК/мл. Для препара-

та ПУУ была установлена прямая зависимость 

степени сохранности вирусной РНК от коли-

чества добавленного человеческого сыворо-

точного альбумина. Установлена прямая кор-

реляция между титром вируса и количеством 

копий РНК/мл. Эта зависимость сохранялась 

и при снижении титра вируса в результате хра-

нения. Добавление даже 0,1% человеческого 

сывороточного альбумина приводило к менее 

значительному снижению титра вируса и коли-

чества копий РНК, но корреляция сохранялась. 

Увеличение концентрации ЧСА приводило 

к статистически значимой сохранности титра 

вируса и количества копий РНК/мл.

Инактивированный вирус обладал большей 

стабильностью при хранении, в сравнении с ПУУ 

(рис. 2). Было показано, что вирусная РНК, не-

смотря на значительное повреждение при инак-

тивации [2], стабильно определялась в течение 

24–32 месяцев хранения при температуре 6±2°С, 

в отличие от ПУУ, что свидетельствует о нали-

чии некоторой РНК-стабилизирующей актив-

ности самого бета-пропиолактона. Добавление 

человеческого сывороточного альбумина до-

полнительно стабилизировало И-ПУУ при хра-

нении. При этом эффект коррелировал с кон-

центрацией ЧСА. В образцах, подвергнутых 5- 

и 40-кратному замораживанию, и хранившихся 

6 суток при 37°С, было отмечено достоверное 

снижение количества копий РНК (p < 0,0001), 

обратно пропорциональное концентрации чело-

веческого сывороточного альбумина.

Данные, полученные в этом эксперимен-

те, имеют нормальное распределение (данные 

не показаны).

Для оценки влияния человеческого сыворо-

точного альбумина на иммуногенную активность 

И-ПУУ была выбрана концентрация 0,1%. На мо-

дели сирийских хомяков (рис. 3) были показаны 

значительные различия в иммуногенной актив-

Рисунок 2. Анализ стабильности инактивированного бета-пропиолактоном вируса Пуумала (И-ПУУ)

Figure 2. A stability analysis for Puumala virus inactivated by beta-propiolactone (I-PUU)
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ности пяти вариантов хранения И-ПУУ: 3 меся-

ца при 6±2°С без добавок (И-ПУУ); 3 месяца при 

6±2°С с добавлением 0,1% ЧСА (И-ПУУ-0,1) или 

после 5-кратной заморозки (И-ПУУ-5з × 0,1), или 

после 40-кратной заморозки (И-ПУУ-40з × 0,1); 

6 суток при 37°С (И-ПУУ-37). Более высокий титр 

нАТ отмечен при добавлении 0,1% человеческого 

сывороточного альбумина (p = 0,0152). При этом 

статистически значимых различий в титре нАТ 

между группами И-ПУУ и И-ПУУ-5з × 0,1 выяв-

лено не было. И-ПУУ, хранившийся 6 дней при 

37°С, обладал меньшей иммуногенной актив-

ностью (СГТ = 3±0,5 log2) в сравнении с И-ПУУ 

(p < 0,0001), что свидетельствует о значительном 

термическом разрушении иммуногенных эпи-

топов, сопровождающемся и значительным по-

вреждением вирусной РНК. Также достоверно 

более низкий уровень нАТ определялся в группе 

после иммунизации И-ПУУ-40з  × 0,1 в сравне-

нии с И-ПУУ (p < 0,0001). Таким образом, наблю-

далась прямая зависимость между повреждением 

вирусной РНК в результате термического воздей-

ствия при хранении и уровнем иммуногенной 

активности для И-ПУУ-37 и И-ПУУ-40з × 0,1.

Исследования подтвердили факт потери ви-

рулентной и иммуногенной активности вируса 

Пуумала при термоинактивации, а также уста-

новили влияние условий хранения на детекти-

руемые уровни вирусной РНК.  Установлена пря-

мая корреляция между титром вируса и количе-

ством копий РНК/мл. Эта зависимость сохраня-

лась и при снижении титра вируса в результате 

хранения. Добавление даже 0,1% ЧСА приво-

дило к менее значительному снижению титра 

вируса и количества копий РНК. Добавление 

ЧСА к инактивированному вирусу приводи-

ло к стабилизации иммунного ответа, а также 

способствовало стабилизации вирусной РНК 

на разных этапах хранения И-ПУУ, включая 

многократное замораживание. Можно предпо-

лагать, что белковые эпитопы, ответственные 

за протективный иммунный ответ, претерпева-

ют менее выраженные конформацион ные изме-

нения в присутствии ЧСА.

Рисунок 3. Зависимость иммуногенной 

активности инактивированного 

бета-пропиолактоном хантавирусного 

вакцинного препарата от условий хранения

Figure 3. A relation between the immunogenicity 
of beta-propiolactone inactivated hantavirus vaccine 
and storage conditions
Примечание. Титры нейтрализующих антител 
определяли в сыворотках крови сирийских хомяков 
(n = 6) после двукратной иммунизации в неразведенном 
виде: хранение 3 месяца при 6±2°С без добавок (И-ПУУ); 
хранение 3 месяца при 6±2°С с добавлением 0,1% ЧСА 
(И-ПУУ × 0,1) или после 5кратной заморозки (И-ПУУ-
5з × 0,1), или после 40-кратной заморозки (И-ПУУ40з × 
0,1); хранение 6 суток при 37°С (И-ПУУ-37). Титры нАТ 
измеряли методом РН/ФОЕ/50.
Note. The neutralizing antibody titer (n = 6) were determined 
in Syrian hamsters blood sera after dual immunization 
in undiluted form: storage for 3 months at 6±2°C without 
additives (I- PUU); storage for 3 months at 6±2°C with 0.1% 
HSA (I-PUU × 0.1) or after freezing 5 times (I-PUU-5f × 0.1), 
or after freezing 40 times (I-PUU-40f × 0.1); storage for 6 days 
at 37°C (I-PUU-37). The neutralizing antibodies titer (NAb) 
was determined by the focus reduction neutralization test 
(FRNT50) using Vero cells.
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