
П
о данным Роспотребнадзора,

только за 15 лет XXI в. было за-

регистрировано более 108 тыс.

случаев ГЛПС в 7 из 8 федеральных ок-

ругов, включая более 2,5 тыс. детей в

возрасте до 14 лет. У более 400 больных

ГЛПС тяжелое клиническое течение бо-

лезни закончилось летальным исходом

(рис. 1).
Результаты анализа структуры заболе-

ваемости ГЛПС в России свидетельству-

ют об этиологической роли 5 хантави-

русов. 97,7% всех случаев ГЛПС в Рос-

сии этиологически обусловлены виру-

сом Puumala (рис. 2), и только 2,3% —
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ПРОИЗВОДСТВА ВАКЦИНЫ ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ
ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ
Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) — вирусный нетранс-
миссивный зооноз, широко распространенный в Евразии, а в России занимающий
одно из первых мест среди всех природно-очаговых болезней человека. Случаи за-
болевания ГЛПС регистрируется в 58 из 83 административных регионов РФ и со-
ставляют ежегодно 8—10 тыс. больных в целом по стране. 98% от общего числа
случаев ГЛПС в России регистрируются в европейских регионах и 2% — в азиат-
ских, главным образом на Дальнем Востоке [1].

1 ФГБНУ «Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова», Москва. 
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A
mong zoonotic virus infections and all

other natural focus diseases for humans,

hemorrhagic fever with renal syndrome

(HFRS) with its morbidity rate leads in Russia.

A total of more than 108,000 HFRS cases were

registered in Russia for the period of last 15 years.

The prevention of the HFRS disease mainly

includes measures aimed at reducing exposure

to live rodents and their excreta. However,

rodent control measures are expensive and diffi-

cult to maintain over long periods because it is

practically impossible to eradicate the rodent

hosts of the hantaviruses from nature. Hence it is

obvious that the most prospective and effective

measure for decreasing HFRS morbidity in

endemic regions of Russia could be regular and

massive vaccine prophylaxy against the disease.

MANUFACTURING TECHNIQUES AND METH-

ODS OF CONTROL OF THE INACTIVATED

VERO CELL-DERIVED VACCINE AGAINST

HFRS HAS BEEN DEVELOPED IN RUSSIA.
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другими вирусами: Hantaan, Amur и

Seoul (все вместе — 1,5%) и двумя гено-

типами (Kurkino и Sochi) вируса Dobra-

va/Belgrade (0,8%), что указывает на ве-

дущую этиологическую роль вирусов

серотипа Puumala в структуре заболева-

емости ГЛПС в России.

Широкое распространение, высокие

показатели заболеваемости людей, зна-

чительная частота тяжелых форм тече-

ния болезни, сопровождающихся дли-

тельным периодом пониженной трудо-

способности, отсутствие специфичес-

ких средств лечения и профилактики

обусловливают высокую социальную и

медицинскую значимость проблемы

ГЛПС в России. Социально-экономичес-

кие потери усугубляются также тем, что

из числа заболевших геморрагической

РИСУНОК Заболеваемость ГЛПС в России за период с 2000 по 2014 г.1

* РФ — Российская Федерация, ПФО — Приволжский Федеральный округ, ЦФО — Центральный 
Федеральный округ, УФО — Уральский Федеральный округ, Д-ВФО — Дальневосточный Федеральный 
округ, СЗФО — Северо-Западный Федеральный округ, ЮФО — Южный Федеральный округ.

ГЛПС РФ* ПФО ЦФО УФО Д-ВФО С-ЗФО ЮФО

Кол-во больных 108 078 92 714 9 686 2 232 1 602 1 562 273

Дети до 14 лет 2 674/2,5% 2 934/2,6% 132/1,4% 77/3,4% 52/3,2% 11/0,7% 8/2,9%

Летальность 433/0,4% 312/0,3% 37/0,4% 4/0,2% 61/3,8% 7/0,4% 12/4,4%
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лихорадкой до 85% составляют мужчи-

ны в возрасте от 20 до 40 лет, т. е. наибо-

лее продуктивная часть населения.

Из всего комплекса мер неспецифичес-

кой профилактики ГЛПС наиболее час-

то применяемой остается дератизация.

Дератизационные мероприятия обхо-

дятся довольно дорого, а их примене-

ние обеспечивает лишь кратковремен-

ное снижение численности грызунов

на обработанных территориях и не ре-

шает проблемы ликвидации природно-

го резервуара хантавируса.

Наиболее эффективным методом

борьбы с ГЛПС является вакцинопро-

филактика, что было продемонстриро-

вано на протяжении последних 20 лет

в Китае, Южной и Северной Корее. Од-

нако вакцины против ГЛПС, произво-

димые в этих странах на основе виру-

сов Hantaan и Seoul, не обладают за-

щитным действием против вируса

Puumala — основного возбудителя

ГЛПС у жителей европейской части

России, на которую приходится около

98% всей заболеваемости, регистрируе-

мой в России. Трудности с разработкой

культуральной вакцины против ханта-

вируса Puumala довольно долго остава-

лись нерешенными, в основном из-за

ограниченного выбора чувствитель-

ных к размножению этого вируса кле-

точных культур, низкого уровня репро-

дукции вируса, отсутствия цитопато-

генного действия.

Следует отметить, что материальные за-

траты, связанные с лечением одного

больного ГЛПС, составляют ориентиро-

вочно 60—90 тыс. руб. Соответственно, с

учетом средней ежегодной заболеваемо-

сти в России (10 тыс. больных) затраты

могут составить более 600 млн руб.

При ориентировочной стоимости 1 до-

зы вакцины 200 руб. затраты на прове-

дение полной трехкратной вакцинации

одного человека составят приблизи-

тельно 700 руб., т. е. в тысячу раз мень-

ше затрат на лечение.

Кроме того, ежегодные финансовые за-

траты на проведение дератизационных

работ на эндемичных по ГЛПС админи-

стративных территориях (а их только в

европейской части России не менее 30)

составляют от 15 до 20 млн руб. на каж-

дую область.

Население эндемичных территорий,

нуждающееся в вакцинопрофилактике

этой инфекции, составляет только в

России около 20 млн человек, что обус-

ловливает высокую коммерческую цен-

ность вакцины и, соответственно, зна-

чительную финансовую прибыль от ре-

ализации вакцины.

Создание вакцины против ГЛПС и ее

широкое внедрение в практику здраво-

охранения позволят в значительной

степени уменьшить тяжесть социально-

экономических последствий, связан-

ных с высокой заболеваемостью ГЛПС,

сопровождающейся нередко леталь-

ным исходом.

В связи с вышеизложенным одной из

наиболее актуальных и приоритетных

в настоящее время проблем является

разработка технологии изготовления

вакцинных препаратов против ГЛПС,

эффективных для применения в Рос-

сии и отвечающих современным тре-

бованиям, предъявляемым к медицин-

ским иммунобиологическим препара-

там, вводимым людям.

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ

КОНСТРУИРОВАНИЯ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ,

ИНАКТИВИРОВАННОЙ ВАКЦИНЫ 

ПРОТИВ ГЛПС

При изготовлении вакцины ГЛПС в ка-

честве субстрата для размножения хан-

тавируса Puumala использовали линию

перевиваемых клеток почек зеленой

мартышки VERO, полученную из ВОЗ

(WHO Vero cell bank from ECACC,

Accession number 991042). Линия кле-

ток VERO аттестована и рекомендована

в качестве возможного субстрата для

производства инактивированных вак-

цин (протокол №3 заседания ученого

совета ГИСК им. Л.А. Тарасевича от 20

марта 2003 г. и протокол №3 от 22 мая

2003 г. Комитета медицинских иммуно-

биологических препаратов). Использо-

вание этой линии клеток для производ-

ства инактивированной вакцины ГЛПС

стало возможным в результате успеш-

ной адаптации штамма ТКД/Уфа-97 ви-

руса Puumala, выделенного из крови

больного ГЛПС в Башкирии, к размно-

жению в клетках VERO. Адаптирован-

ный в процессе 20-кратного пассирова-

ния в культуре клеток VERO хантави-

русный штамм не мог, однако, непо-

средственно использоваться в качестве

посевного вируса, поскольку ранее его

культивировали на перевиваемой куль-

туре клеток почек зеленой мартышки

(линия клеток VERO-E6). Несмотря на

то что по паспорту культура клеток

VERO-E6 не обладала туморогенностью

и не содержала посторонних агентов,

тем не менее полностью нельзя было

исключить возможность контамина-

ции штамма нежелательными компо-

нентами, в т. ч. возможными онкогена-

ми. В связи с этим была проведена очи-

стка штамма от посторонней ДНК пу-

тем обработки ДНКазой и последую-

щей очистки зональным ультрацентри-

фугированием в градиенте плотности

сахарозы. В результате получена соот-

ветствующая фракция вируса, которая

после фильтрования через фильтр
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РИСУНОК Соотношение случаев ГЛПС, обусловленных

разными видами хантавирусов

2

1 — ГЛПС — Puumala, 97,7%

2 — ГЛПС — Dobrava, 0,8%

3 — ГЛПС — Hantaan + Amur + Seoul, 1,5%

1

2 3



0,22 мкм была использована для нара-

ботки штаммового запаса вируса, кото-

рый был охарактеризован по всем тре-

бованиям, предъявляемым к аналогич-

ным препаратам, включая тесты на спе-

цифическую идентичность, стериль-

ность, отсутствие микоплазм, клеточ-

ной ДНК и т. д. (Сборник инструкций

по общим методам контроля МИБП, ут-

вержденный приказом Госкомсанэпид-

надзора РФ от 31.10.96). Перечислен-

ные контроли осуществлены дважды:

на уровне производственных штаммов

и собственно посевных вирусов. Аттес-

тованный посевной штамм ТКД/Уфа-97

(табл. 1) был использован для накоп-

ления вируссодержащего материала,

послужившего основой для изготовле-

ния экспериментальных серий вакцин-

ного препарата.

Таким образом, проведенная нами очи-

стка хантавирусного штамма, адапта-

ция его к перевиваемой культуре клеток

VERO, использование данной культуры

в качестве культуры-продуцента, аттес-

тация посевного штамма в соответст-

вии с требованиями регламентирую-

щих документов позволили разрабо-

тать технологию изготовления лабора-

торных серий инактивированной вак-

цины против ГЛПС на основе вируса

Puumala.

В результате изучения кинетики инак-

тивации было показано, что в очищен-

ном вируссодержащем субстрате, обра-

ботанном 0,05%-ным раствором фор-

малина, инфекционная активность ви-

русов не определялась по истечении

экспозиции в течение 30 мин. При об-

работке 0,025– и 0,0125%-ным раство-

ром формалина время инактивации ви-

руса увеличивалось до 6 и 48 ч, соот-

ветственно (рис. 3). Как и в случае с вы-

бором температурного режима, руко-

водствуясь желанием избежать по-

вреждений структуры белков и сохра-

нить максимальную антигенную ак-

тивность инактивированного продук-

та, было принято решение об исполь-

зовании в дальнейшем 0,025%-ного

раствора формалина. С учетом запаса

надежности предложенная схема инак-

тивирования инфекционной активнос-

ти хантавируса включает экспозицию

вируссодержащего субстрата при тем-

пературе 6 ± 2 °С в присутствии

0,025%-ного раствора формалина в те-

чение 30 сут.

Концентрирование вируса проводили

методом ультрафильтрации в танген-

циальном потоке. На первом этапе очи-

стки балластные компоненты удаляли с

помощью осветляющей фильтрации,

используя фильтр Poly Pro XL (CUNO) с

размерами пор и площади поверхнос-

ти 0,6 мкм и 0,14 м2 соответственно.

Второй этап — гель-фильтрация с ис-

пользованием Sepharose 6 FF и хрома-

тографа AKTA purifier (GE Healthcare).

Для оптимизации процессов, осуществ-

ляемых на каждом из этих этапов, были

изучены и определены параметры вза-

имодействия вируса с разными порис-

тыми сорбентами. В результате прове-

денных исследований отобрана гель-

фильтрационная схема очистки вируса,

приводящая к получению высокоактив-
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РИСУНОК Динамика инактивации хантавируса Puumala формалином3

ТАБЛИЦА Анализ нуклеотидных и аминокислотных последовательностей

M-сегмента вакцинного штамма ПУУ-ТКД/VERO (с 172 по 1 239 нп)

Штаммы вируса Puumala Hantaan

Уфа-97 ТКД/VERO К-27 Р-360 CG-1820 76-118

ТКД/Уфа-97 99,8 99,7 99,8 99,5 60,1

ПУУ-ТКД/VERO 99,9 99,8 99,5 99,6 60

К-27 99,9 99,7 99,7 99,1 60,5

Р-360 99,7 99,8 99,9 92,3 60,2

CG-1820 99,4 99,3 99,5 99,5 60,1

76-118 59,3 58,1 58,4 59,3 59

1

РИСУНОК Трехступенчатая фильтрация серий Puumala вакцины4

Инактивация вируса Пуумала формалином при +4 °С
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осветляющая предварительная стерилизующая

ФИЛЬТР: CUNO, VLADISART, SARTOBRAN

РАЗМЕР ПОР: 0.6 — 0.45 — 0.2 МКМ

ДИАМЕТР МЕМБРАНЫ: 25 ММ

СКОРОСТЬ ФИЛЬТРАЦИИ: 500 — 80 — 26 МЛ / МИН

ОБЪЕМ ФИЛЬТРАЦИИ: 25—30 Л — 100 МЛ — 100 МЛ

Серии Титры вируса в log ФОЕ/мл

до фильтрации после фильтрации

№ 1 5,9 5,6

№ 2 6,1 5,8

№ 3 5,4 5,2



ных препаратов, удовлетворяющих тре-

бованиям к чистоте конечного продук-

та (рис. 4—6).
Из инактивированной формалином

сконцентрированной и очищенной ан-

тигенсодержащей культуральной жид-

кости после стерилизующей фильтра-

ции через фильтр «Миллипор» с разме-

ром пор 0,22 мкм получали вакцинный

препарат.

Следует отметить, что практически на

всех этапах изготовления вакцины, на-

чиная от получения производственно-

го штамма вируса и кончая готовой

формой вакцины, предусмотрены фи-

зико-химические и молекулярно-био-

логические тесты, а также контроль на

животных и в культуре клеток (табл. 2).
Эта система надежно обеспечивает бе-

зопасность применения новой вакци-

ны, высокий уровень и стабильность ее

иммунологической активности. Отсут-

ствие туморогенности обеспечено за

счет резкого снижения на стадии гель-

фильтрации содержания клеточной

ДНК (менее чем 10 нг в одной вакцин-

ной дозе). Таким образом, вакцинный

препарат представляет собой инакти-

вированный вирус Puumala.

На завершающей стадии приготовле-

ния вакцины ГЛПС определяли анти-

генную активность и рассчитывали ра-

бочую дозу (РД) вакцинного препарата.

В соответствии с предварительно уста-

новленным соотношением зависимос-

ти между количеством содержащегося в

вакцине специфического антигена и ее

иммуногенной активностью мини-

мальная иммунизирующая доза (МИД),

т. е. максимальное разведение исход-

ного препарата, обеспечивающее про-

дукцию вируснейтрализующих анти-

тел у 50% животных, соответствовало 8

антигенным единицам (АЕ). Разведе-

ние исходного препарата, содержаще-

го 4 МИД или 32 АЕ, принимают за 1 РД

вакцины.

Специфическую активность инактиви-

рованной вакцины характеризовали по

иммуногенности на мышах Balb/c, т. е.

по способности препарата индуциро-

вать у животных продукцию специфи-

ческих хантавирусных антител. Для

оценки иммуногенности готовую

адсорбированную вакцину вводили

не менее чем 6 мышам линии Balb/c

9—10-недельного возраста весом 18—20 г

в объеме 0,5 мл подкожно трехкратно с

2-недельным интервалом, используя

для одной иммунизации I РД готовой

вакцины. В качестве контрольных ис-

пользовали мышей Balb/c, которым в те

же сроки вводили адсорбент гидро-

окись алюминия. Через 2 нед. после по-

следней инъекции у животных брали

из орбитальной вены кровь и готовили

из нее сыворотку. В полученных сыво-

ротках крови определяли титр вирус-

нейтрализующих антител к штамму

ТКД/Уфа-97 хантавируса Puumala, ис-

пользуя метод ФОЕ.

Все 3 лабораторные серии вакцины ин-

дуцировали антивирусные антитела у

100% животных и в довольно высоких

титрах (табл. 3).

Средний арифметический титр нейтра-

лизующих антиPuumala-антител после

иммунизации мышей Balb/c адсорби-

рованной вакциной по результатам ис-

пытания 3 серий вакцины составил

1:90.

Таким образом, из приведенных выше

данных следует, что разработанные

препараты вакцины ГЛПС обладают вы-

раженной иммуногенной активностью.

Остается невыясненным, какова же ре-

альная доза вакцины, способная защи-

тить человека от инфекции. По литера-

турным данным, производимая в Китае

вакцина против хантавируса Hantaan,

вызывающая при иммунизации кроли-

ков продукцию специфических вирус-

нейтрализующих антител с титрами
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РИСУНОК Концентрирование Puumala 

вакцины методом ультрафильтрации в тангенциальном потоке

5

РИСУНОК Очистка первичного концентрата

Puumala вакцины методом гельфильтрации

6

Серии Кратность концентрирования титр вируса в lg ФОЕ/мл

до после

№1 х 71 5,6 7,3

№2 х 90 5,4 6,9

№3 х 100 5,8 7,8

концентрат

фильтрат

MILLIPORE, PELLICON 2 MINI,

ПОЛИЭФИРСУЛЬФОН,

КАССЕТА BIOMAX 100,

ПЛОЩАДЬ 0,1 кв. м

Puumala                 Вирусспецифическая активность

серия №1 Фракция 1 Фракция 2 Фракция 3

lg ФОЕ/ мл 5.4 6.5 3.5

ИФА 1:128 1:2048 1:32



1:10, способна оказать 100%-ный про-

тективный эффект при трехкратной

вакцинации людей.

При введении препарата готовой ад-

сорбированной вакцины мышам линии

Balb/c не наблюдалось кожных уплот-

нений в местах введения, гиперемии

кожи или абсцессов. Предполагается,

что побочное действие инактивирован-

ной вакцины ГЛПС будет аналогичным,

как и у близких препаратов типа инак-

тивированной полиомиелитной вакци-

ны, инактивированной вакцины клеще-

вого энцефалита и др. Нет оснований

ожидать каких-либо серьезных ослож-

нений при вакцинации этим препара-

том ввиду его высокой степени очист-

ки.

Таким образом, проведенная нами

адаптация штамма хантавируса Puu-

mala к перевиваемой культуре клеток

VERO и возможность использования

данной культуры в качестве культуры-

продуцента, аттестация вакцинного

штамма ПУУ-ТКД/VERO в соответствии

с международными требованиями, оп-

тимизация условий концентрирования,

очистки и инактивирования вируса, а

также разработка методов контроля

позволили создать на основе отечест-

венного штамма вируса Puumala культу-

ральную, инактивированную, концент-

рированную, очищенную, сорбирован-

ную вакцину против ГЛПС.

Лабораторные серии вакцины успешно

прошли тестирование с использовани-

ем регламентированных методов кон-

троля медицинских иммунологических

препаратов, вводимых людям (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Начало исследований по созданию хан-

тавирусных вакцин приходится на се-

редину 80-х гг., когда методы выделения

и культивирования хантавирусов в ла-

бораторных условиях стали доступны-

ми для широкого применения. Пионе-

рами этих исследований были ученые

из Японии, Китая, Северной и Южной

Кореи, при этом в итоге китайским и

корейским ученым удалось успешно ре-

шить проблему вакцинопрофилактики

ГЛПС в своих странах.

Приняв за основу технологию изготов-

ления коммерческой вакцины против

японского энцефалита, разработанную

в 1976 г. [4], авторами были приготовле-

ны и испытаны 9 модификаций инак-

тивированной мозговой вакцины про-

тив ГЛПС [5—11].

Культуральные хантавирусные вакцины

были созданы только в Китае, при этом

в качестве субстрата для четырех моди-

фикаций авторы использовали клетки

почек золотистого хомяка [6, 10, 12] и

почек монгольской песчанки [11, 13, 15]

и для одной модификации — клетки ку-

риных эмбрионов [14].

Помимо инактивированных цельнови-

рионных вакцин, к настоящему време-

ни авторами, главным образом в США,

предприняты попытки создания реком-

бинантных генно-инженерных ханта-

вирусных вакцин. К ним относятся че-

тыре вакцины на основе субклониро-

ванных кДНК, представляющих M- и

S-сегменты РНК-вируса Hantaan, встро-

енных в геном вируса осповакцины

[16, 17] и в геном вируса Sindbis [18], а

также вирусов Seoul и Sin Nombre,

встроенных в геном цитомегаловируса

[19, 20]. На лабораторных животных

была показана иммуногенная и протек-

тивная активность рекомбинантных

вакцинных препаратов в отношении со-

ответствующих хантавирусов. Вместе с

тем при испытании таких препаратов (на

основе встроенных в геном вируса оспо-

вакцины сегментов генома Hantaan) на

волонтерах было установлено, что сре-

ди ранее привитых против оспы про-

цент выявления вируснейтрализующих

антител к вирусу Hantaan составлял

лишь 26%, в то время как у не привитых

— 72% [21]. Очевидно, низкие показате-

ли иммунного ответа к хантавирусу —

следствие некорректного выбора носи-

теля, но вовсе не отсутствие перспекти-

вы у самой идеи создания рекомби-

нантной вакцины.

В последнее десятилетие интенсивно

разрабатывается новый класс проти-

вовирусных вакцин, т. н. ДНК-вакцин

[22, 23]. Их отличает полноформатный

защитный эффект (одновременно «гу-

моральный» и клеточный), а также бе-

зопасное производство (когда речь

идет о хантавирусах), снятие пробле-
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ТАБЛИЦА Характеристика вакцинного препарата 

на технологических этапах

Стадии очистки
Объем Титр вируса ИФА (N белок) ИФА (Gn/Gc белок)

(л) lg ФОЕ/мл log
2
/0,05 мл log

2
/0,05 мл

Сбор КЖ 25 5,8 1 024 512

Фильтрация 25 5,6 512 256

Концентрирование 0,35 7,3 8 192 2 048

Гель-фильтрация 0,7 6,9 4 096 1 024

Инактивирование 0,7 0 4 096 1 024

2

ТАБЛИЦА Результаты исследований на иммуногенность 

3 серий вакцины ГЛПС

Доза Отношение числа САТ антиПУУ-анти-

Наименование препарата, животных с серокон- тел в сыворотке

препарата мл версией к общему животных *

числу

Серия №1 0,5 6/6 125

Серия №2 0,5 – “ – 80

Серия №3 0,5 – “ – 75

Плацебо 0,5 0/6 <10

* Среднеарифметический титр нейтрализующих антител (обратное значение) 

после трехкратного введения по одной дозе с интервалом 14 дней.
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мы транспортировки готовых препа-

ратов, связанной с необходимостью

организации т. н. холодовой цепочки,

и др. В общем виде эти вакцины пред-

ставляют собой гены протективных

белков, способные контролировать в

клетках вакцинируемого организма

синтез протективных белков, обуслов-

ливающих формирование защитного

иммунного ответа. Применительно к

хантавирусам подобная ДНК-вакцина

(на основе вируса Seoul) разработана в

США [24, 25].

Таким образом, за последнее время от-

мечен явный прогресс как в изучении

хантавирусов, так и в разработке вакци-

нопрофилактики хантавирусных ин-

фекций. К настоящему времени лицен-

зированы шесть хантавирусных вакцин,

включая три культуральные и одну моз-

говую в Китае и по одной мозговой вак-

цине в КНДР и Южной Корее. К сожале-

нию, ни одна из этих вакцин не может

применяться в европейских регионах

России, поскольку все они производят-

ся на основе хантавирусов Hantaan или

Сеул и не обладают защитным действи-

ем против вируса Puumala — основного

возбудителя ГЛПС на территории евро-

пейской части России.

В России только в ФГБНУ ИПВЭ им. М.П.

Чумакова и ФГУП ПИПВЭ им. М.П. Чу-

макова ведутся исследования по раз-

работке отечественных вакцинных

препаратов против ГЛПС. Еще в сере-

дине 90-х гг. совместно с южнокорей-

скими исследователями была разрабо-

тана технология изготовления бива-

лентной комбинированной (Puumala-,

Hantaan-вирусы) вакцины против

ГЛПС на основе субстрата мозговой

ткани сирийских хомяков [26]. Лабора-

торные испытания этой вакцины на

животных выявили специфический

иммунный ответ к хантавирусам

Puumala и Hantaan, при этом продук-

ция вируснейтрализующих антител

(основной показатель протективной

активности) к обоим вирусам в ответ

на введение бивалентной вакцины бы-

ла более высокой, чем в ответ на введе-

ние моновалентных вакцин. Однако

мозговые вакцины по сравнению с

культуральными не могут удовлетво-

рять в полной мере современным тре-

бованиям, предъявляемым к медицин-

ским иммунобиологическим препара-

там, вводимым людям.

Помимо мозговой вакцины, сотрудни-

ки ИПВЭ им. М.П. Чумакова участвовали

в конструировании аэрозольной ДНК-

вакцины против ГЛПС [27, 28]. Но в ре-

зультате аэрозольной и парентераль-

ной иммунизации лабораторных жи-

вотных была показана низкая иммуно-

генность препарата, не обеспечиваю-

щего требуемого иммунного ответа, да-

же если он использовался в предельно

высоких концентрациях.

На сегодняшний день в качестве наибо-

лее перспективного вакцинного препа-

рата для применения в европейских ре-

гионах России и других европейских

стран может рассматриваться культу-

ральная вакцина, приготовленная на

основе вируса Puumala.

В процессе работы над созданием оп-

тимальной биологической схемы изго-

товления вакцинных препаратов были

решены ключевые задачи:

1. Адаптация штамма ТКД/Уфа-97

хантавируса Puumala к размножению в

культуре перевиваемых клеток почек

зеленой мартышки VERO.
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ТАБЛИЦА Аттестация экспериментальных лабораторных серий вакцины ГЛПС на соответствие 

требованиям, предъявляемым к культуральным инактивированным вирусным вакцинам

Показатель Нормы Серия №1 Серия №2 Серия №3

Описание Непрозрачная суспензия Соответствует Соответствует Соответствует

Подлинность По разделу «специальная активность» Соответствует Соответствует Соответствует

Титр АГ Не менее 1:128 1:512 1:512 1:512

рН От 7,4 до 7,8 7,68 7,69 7,68

Полнота сорбции АГ От 80 до 100% 99% 99% 99%

Бактерии Не более 25 ЕЭ
Менее 25 ЕЭ Менее 25 ЕЭ Менее 25 ЕЭ

Апирогенна Апирогенна Апирогенна

Пирогенность Должна быть апирогенна Апирогенна Апирогенна Апирогенна

Токсичность Должна быть нетоксична Нетоксична Нетоксична Нетоксична

Стерильность Должна быть стерильна Стерильна Стерильна Стерильна

Микоплазмы Не должна содержать микоплазм Не содержит Не содержит Не содержит

Формальдегид Не более 0,01 мг/доза Отсутствует Отсутствует Отсутствует

Алюминий От 1,0 до 1,5 мг/доза 1,13 мг/доза 1,07 мг/доза 1,06 мг/доза

Специфическая безопасность Не должна содержать живого вируса Не содержит Не содержит Не содержит

Титр нейтрализующих АТ к хантавирусу

Специфическая активность PUU в иммунных мышиных 1:32 1:16 1:64

сыворотках не менее 1:16

БСА Не более 0,5 мкг/доза <0,5 мкг/доза <0,5 мкг/доза <0,5 мкг/доза

Белок Не более 125 мкг/доза 23 мкг/доза 32,6 мкг/доза 43,8 мкг/доза

Остаточная ДНК Не более 10 нг/доза 0,195 нг/доза 0,195 нг/доза 0,169 нг/доза
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2. Аттестация вакцинного штамма

ПУУ-ТКД/VERO в соответствии с меж-

дународными требованиями.

3. Установлено преимущество рол-

лерного способа культивирования по

сравнению со стационарным спосо-

бом. При этом максимальные показа-

тели выхода вируса в культуральную

жидкость при роллерном культивиро-

вании были в 10 раз выше, чем при

стационарном, и составляли 6,2-6,5 lg

ФОЕ/мл для штамма ПУУ-ТКД/VERO.

4. Показана выраженная зависимость

сроков максимального выхода вируса в

культуральную жидкость от множест-

венности заражения клеток, что позво-

лило определить оптимальные сроки и

кратность сбора урожаев вируса.

5. В результате изучения динамики

инактивирования хантавирусов при

разных температурных режимах и при

обработке разными концентрациями

формалина была выбрана наиболее

оптимальная схема, включающая инак-

тивирование вируса при температуре

6 ± 2 °С в присутствии 0,025%-ного

раствора формалина в течение 30 сут.

6. Для определения остаточного ви-

руса была разработана методика, вклю-

чающая проведение 5 серийных пасса-

жей исследуемого субстрата на культуре

клеток VERO-E6 с исследованием лизата

клеток и культуральной жидкости после

каждого пассажа на присутствие вируса

с помощью методов иммунофлюорес-

ценции и фокусообразования.

7. Разработаны оптимальные усло-

вия концентрирования вирусов мето-

дом ультрафильтрации в тангенциаль-

ном потоке и очистки первичного

концентрата методом гель-фильтра-

ции.

8. Для определения специфической

активности вакцинных препаратов на

технологических этапах их производ-

ства разработаны методы определения

хантавирусных антигенов, ассоцииро-

ванных с белками N, G1/G2.

9. Для оценки иммуногенной актив-

ности вакцинных препаратов разрабо-

тана схема иммунизации мышей ли-

нии Balb/c с последующей детекцией

вируснейтрализующих антител.
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