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Представлены результаты адаптации возбудителей геморрагической лихорадки с почечным синдромом (ГЛПС), 
штаммов вирусов Пуумала и Добрава, к размножению в культурах клеток обезьяньего происхождения – почки зеле-
ной мартышки (Vero, 4647), селезенки зеленой мартышки (455), а также почки теленка (ПТ-1) и почки овцы (4184). 
Показано, что хантавирусы способны адаптироваться к репликации в новой клеточной системе, отличной по видо-
вому происхождению от культуры Vero E6, в которой штаммы были изолированы. Этот факт демонстрирует не-
однородность хантавирусной популяции, наличие в ней «квазивидов», способных узнавать и связываться с лигандами 
(b3-интегрины) другой видовой специфичности. Наиболее высокий урожай вируса, сравнимый с культурой Vero E6, 
обеспечивает культура Vero. В клетках Vero после 3–4 пассажей вирусы Пуумала и Добрава/Белград реплицируются 
также активно, как в пермиссивной культуре Vero Е6, что предполагает использование культуры клеток Vero, раз-
решенной для производства иммунобиологических препаратов вводимых людям, в качестве субстрата при изготов-
ления вакцинных препаратов против ГЛПС.
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There are presented results of the adaptation of pathogens of hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) virus Puumala and 
Dobrava strains, to the reproduction in cell cultures of the simian origin – Green monkey kidney (Vero, 4647), Green monkey 
spleen (455), calf kidney (PT-1) and sheep kidney (4184). Hantaviruses were shown to be able to adapt to the replication in the 
new cellular system differing in species origin from the culture of Vero E6 origin in which the strains were isolated. This fact 
demonstrates the heterogeneity of hantavirus population, with the existence of «quasispecies» which can recognize and bind 
to ligands (b3 integrins) of the other species specificity. The highest yield of the virus, which is comparable with the culture of 
Vero E6, culture Vero provides. In Vero cells after 3–4 passages Puumala and Dobrava-Belgrade viruses replicate also actively 
as in a permissive culture Vero E6, that proposes the use of Vero culture cell allowed for the production of immunobiological 
drugs administered to people as a substrate in the delivery of vaccines against HFRS.
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Хантавирусы, образующие одноименный род в 
составе обширного семейства буньявирусов, един-
ственные в этом семействе нетрансмиссивные виру-
сы. 10 из 23 зарегистрированных в международном 
каталоге хантавирусов патогенны для человека и 
вызывают хантавирусные лихорадки с летально-
стью от 1–2 до 50%. На евро-Азиатском континенте 
это вирусы Пуумала, Добрава, Хантаан и Сеул, вы-
зывающие геморрагическую лихорадку с почечным 
синдромом (ГЛПС), на американском континенте 
это в основном вирусы Син Нобр и Андес, вызыва-
ющие хантавирусный пульмональный синдром [1]. 
естественными хозяевами хантавирусов являются 
грызуны и насекомоядные, в организме которых ви-
рус длительное время коэволюционировал. Для них 
характерна видоспецифичность, т. е. наличие у каж-

дого генотипа или геноварианта лишь одного основ-
ного хозяина (вида или подвида), связанного с ним 
эволюционно, у которого хантавирусы вызывают 
хроническую бессимптомную инфекцию [2]. Вирус 
передается главным образом аэрогенным путем; ви-
руссодержащими являются экскреты мышевидных 
грызунов. Хантавирусы с трудом адаптируются к 
размножению в организме лабораторных живот-
ных, а также в клеточных культурах, что, вероятно, 
объясняет более чем тридцатилетний период безу-
спешных попыток изолировать возбудитель ГЛПС, 
вирусная природа которого уже была доказана [3]. 
Лабораторная модель хантавирусной инфекции из-
вестна только для вируса Андес, это сирийские хо-
мячки, у которых инфекция протекает летально и 
симптоматически напоминает течение этой инфек-
ции у человека [4]. размножение хантавирусов Хан-
таан и Сеул в лабораторных условиях поддержива-
ют новорожденные белые мыши, вирусов Пуумала 
и Син Номбр – сирийские хомячки и монгольские 
песчанки. Возможность использования клеточных 
культур для культивирования хантавирусов стала 
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активно изучаться после успешной адаптации ви-
руса Хантаан, изолированного на лабораторных 
мышах, к культуре клеток карциномы легких чело-
века, А549 [5]. Впоследствии для изучения различ-
ных свойств хантавирусов, в том числе патогенеза 
хантавирусных инфекций, а также при разработке 
инактивированных вакцин были использованы как 
первичные клеточные культуры: клетки эндотелия 
человека [6], эндотелиальные клетки пупочной ве-
ны человека [7], клетки перитонеального экссудата 
и макрофаги крысы, макрофаги человека [8], клетки 
почки человека [9], клетки почки монгольской пес-
чанки, клетки почки золотистого хомячка [10], так и 
перевиваемые линии клеток, полученные из органов 
человека, в том числе опухолевого происхождения: 
легкого (WI-38, A-427, ccd-11Lu), почки (A-704), 
печени (hep g2), глотки (detroit 562), подчелюст-
ных желез (A-253) [9], клетки почек обезьян цино-
мольгус (cV1), почек сирийского хомяка (BhK21), 
лимфобластомы домовой мыши (p388d1) [11].

Несмотря на многочисленные исследования, 
подбор клеточной культуры пригодной в качестве 
субстрата для производства вакцин против ГЛПС 
остается одной из актуальных проблем. к настояще-
му времени инактивированные хантавирусные вак-
цины производятся в китае, кНДр и Южной корее 
на основе вирусов Хантаан и Сеул, но они не обла-
дают защитным действием против вируса Пуумала 
– основного возбудителя ГЛПС у жителей европей-
ской части россии, на которую приходится более 98% 
всей заболеваемости, регистрируемой в россии. В се-
редине 1990-х годов совместно с южно-корейскими 
исследователями нами была разработана технология 
изготовления моновалентной (против вируса Пуума-
ла) и комбинированной (против вирусов Пуумала и 
Хантаан) вакцин на основе субстрата мозговой ткани 
сирийских хомяков. однако мозговые вакцины не мо-
гут удовлетворять в полной мере современным нацио-
нальным и международным требованиям, предъяв-
ляемым к медицинским иммунобиологическим пре-
паратам, вводимым людям. Трудности с разработкой 
культуральной вакцины против хантавируса Пуумала 
связаны с ограниченным выбором чувствительных к 
размножению этого вируса клеточных культур и низ-
кого уровня репродукцией вируса.

В настоящей работе представлены результаты 
адаптации штаммов вирусов – возбудителей ГЛПС 
к размножению в перевиваемых культурах клеток 
различного происхождения в попытке найти клеточ-
ную систему, обеспечивающую получение высоко-
активного вирусного субстрата при производстве 
вакцины против ГЛПС, разработка которой активно 
ведется в институте полиомиелита и вирусных эн-
цефалитов им. М.П. Чумакова рАМН.

Материалы и методы
клетки: Vero – (Atcc No.cСL-81) перевиваемая 

культура клеток почки зеленой мартышки; Vero E6 
– (Atcc No. cRL-1586) клон культуры Vero, отлича-

ется от исходной определенной степенью контакт-
ной ингибиции роста; 4647 (73-й пассаж) – линия 
гетероплоидных клеток почки взрослой зеленой 
мартышки; 455 (56-й пассаж) – линия перевиваемых 
клеток селезенки взрослой зеленой мартышки; 4184 
(81-й пассаж) – линия перевиваемых клеток почки 
эмбриона овцы; ПТ-1 (75-й пассаж) – перевиваемая 
культура клеток почки теленка. культуры клеток 
4647, 455, 4184 и ПТ-1 были получены и охаракте-
ризованы в иПВЭ им. М.П. Чумакова Л.Л. Миро-
новой и соавт. [12].

Вирусы: Пуумала, штамм K27/Уфа-85; Добра-
ва/Белград (далее вирус Добрава), штамм Ар1584/
Сочи-01, штамм еАТ/Липецк-07.

иммунные сыворотки больных и реконвалесцен-
тов ГЛПС из коллекции лаборатории геморрагиче-
ских лихорадок.

Вирусспецифический антиген в инфицированных 
клетках выявляли с помощью непрямого МфА [13]. 
Суспензию инфицированных клеток (450–550 тыс.  
кл/мл) вносили по 0,005 мл в лунки предметных сте-
кол с тефлоновым покрытием. После высушивания 
клетки фиксировали охлажденным ацетоном. На 
антигенные препараты наносили соответствующие 
референс-сыворотки, содержащие антитела к ханта-
вирусам в разведениях, начиная с 1:64 и заканчивая 
разведением, соответствующим титру сыворотки, 
а также нормальную сыворотку, не содержащую 
антител к хантавирусам, в разведениях с 1:16–1:64. 
Препараты помещали во влажную камеру и инкуби-
ровали при 37 ± 1° С в течение 30 мин после чего 
троекратно отмывали физиологическим раствором 
(0,85% Nacl), промывали дистиллированной водой, 
высушивали и вносили в лунки с антигеном анти-
видовые антитела, меченные фиТЦ. После инку-
бирования при 37 + 1°c в течение 30 мин стекла 
промывали, высушивали и исследовали с помощью 
люминесцентного микроскопа, используя водно-
иммерсионный объектив x 65.

В культуральной жидкости (кЖ) и лизате клеток 
(кЛ) вирусспецифический антиген определяли им-
муноферментным методом (ифА), используя тест-
систему Хантагност производства фГУП “Пред-
приятие по производству бактерийных и вирусных 
препаратов института полиомиелита и вирусных 
энцефалитов им. М.П. Чумакова”, согласно инструк-
ции производителя, а также метод ифА для детекции 
антигенов на основе моноклональных антител (мАТ) 
– тест-систему “ХАНТА-N” [14]. В лунки нечетных 
рядов панели (Сostar” #9018) вносили по 100 мкл 
Igg (мАТ ДоБ, клон F1, или мАТ ПУУ, клон d4) в 
концентрации 1–3 мкг/мл, в четные ряды – мышиные 
Igg, не имеющие специфичности по отношению к 
хантавирусам; после 18 ч контакта при 4°c вносили 
по 100 мкл 2% БСА и черз 1 ч контакта при комнат-
ной температуре лунки промывали, вносили иссле-
дуемый образец в двукратных разведениях в ифА-
буфере (pBS + 0,1% BSA + 0,01% Твин-20) по 50 мкл 
на лунку. После18 ч контакта при 4°c панель промы-
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вали и вносили по 50 мкл на лунку Igg (ДоБ, клон 
A4), меченные пероксидазой хрена. После контакта 
(1 ч 37°c) панель промывали, вносили индикатор – 
тетраметиленбензидин (Sigma № Т8665) по 100 мкл 
и выдерживали при комнатной температуре в течение 
15–20 мин. После остановки реакции 2М серной кис-
лотой фотометрировали лунки на приборе Multiskan 
(длина волны 450 нм). Положительной считали про-
бу, для которой отношение оптической плотности в 
лунке со специфическим иммуноглобулином превы-
шало показатель оптической плотности с нормаль-
ным иммуноглобулином в 2,1 раза (индекс p/N).

индикацию вируса осуществляли методом тит-
рования фокус-образующих единиц (фое) [13]. 
Монослой клеток VERO-E6, выращенных в 24-
луночных панелях (costar, 3524), заражали десяти-
кратными разведениями вируса. После контакта с 
клетками при 37°c в течение 1 ч инокулят удаляли и 
вносили метилцеллюлозное покрытие (Sigma). По-
сле инкубации при 37°c в течение 6–7 сут, полужид-
кое покрытие удаляли, клетки отмывали 0,85% рас-
твором Nacl. Монослой клеток фиксировали 96% 
этиловым спиртом, после чего клетки троекратно 
отмывали и вносили в лунки специфические анти-
хантавирусные антитела. После контакта при 37°c в 
течение 60 мин клетки троекратно по 5 мин отмыва-
ли и вносили в лунки меченный пероксидазой белок 
“А” (Sigma). После контакта в течение 60 мин при 
37°c клетки троекратно по 10 мин отмывали и вно-
сили индикатор пероксидазы. В качестве субстрат-
индикаторной системы применяли 0,05% диамино-
бензидин тетрахлорид (Sigma) с добавлением 0,02% 
Nicl2 (Sigma) и 0,01% Н2о2. Через 15–20 мин лунки 
промывали проточной водой, подсушивали и прово-
дили учет опыта. Подсчитывали количество инфи-
цированных колоний клеток, выявляемых визуально 
в виде темно-серых пятен фое; титр вируса выра-
жали в lg фое в 1 мл вносимого для инфицирова-
ния клеток образца.

Для выявления вирусной рНк применяли универ-
сальную родоспецифическую гнездовую pan-hanta- 
L-pcR [15]. Для выделения вирусной рНк использо-
вали культуральную жидкость и лизаты клеток инфи-
цированных клеточных культур. В качестве лизирую-
щего буфера использовали tRIzOL (Sigma) в соотно-
шении 900 мкл реагента к 100 мкл образца. Выделение 
рНк проводили методом хлороформ-фенольной экс-
тракции. к-ДНк получали обратной транскрипцией 
в смеси объемом 20 мкл, содержащей 4 мкл буфера 
(x 5) (Fermentas), 2 мкл 2,5М смеси трифосфатов (Си-
бЭнзим), 2 мкл N6 праймера (СибЭнзим), 0,5 мкл 
обратной транскриптазы (thermo Scientific Maxima 
Reverse transcriptase, 200 е. а/мкл), 10 мкл раствора 
рНк. образцы инкубировали при 25, 42 и 96°c в те-
чение 10, 30 и 6 мин соответственно. Внешние прай-
меры: hAN-L1F: 5`-Atg tAy gtB Agt gcW gAt 
gc-3`; hAN-L1R: 5`-AAc cAd tcW gty ccR tcA 
tc-3`. Внутренние праймеры (Nested): hAN-L2F: 5`-
tgc WgA tgc hAc IAA Rtg gtc-3`; hAN-L2R: 

5`-gcR tcR tcW gAR tgR tgd gcA A-3`. Готови-
ли смесь (20 мкл), содержащую: 2 мкл буфера (x 10) 
и 2 мкл 2,5М смеси трифосфатов (СибЭнзим), 2 мкл 
50 мМ Mgcl2 (СибЭнзим), по 10 пМ каждого прайме-
ра, 2 мкл к-ДНк (или амплификата), 1 мкл hot Start 
taq ДНк полимеразы (1000 е.а., Сибэнзим). Ампли-
фикацию проводили в терцике (ДНк-Технология) с 
маслом (helicon) в условиях: 95°c 15 мин, затем 40 
(или 25 в случае NEStEd) циклов по 30 с при 95°c, 
45 с при 53°c, 45 с при 72°c, терминация 72°c 6 мин. 
Детекция амплификатов проводилась с помощью 
горизонтального гель-электрофореза в 2% агарозе 
(Amresco) и ТБе-буфере. В качестве стандарта ис-
пользовали geneRuler 1 kb plus dNA Ladder Unit Size 
50 мкг (Fermentas).

Монослойные клеточные культуры, выращенные 
во флаконах 25 или 75 см2, заражали соответству-
ющим вирусом в объеме инокулята 1,0 или 2,0 мл  
с множественностью 0,1–0,5 фое/кл. В качестве 
сравнения служила культура Vero E6, в которой хан-
тавирусные штаммы были изначально изолирова-
ны. Для полноценной адаптации к росту в клеточ-
ной системе, отличной от Vero E6, применяли метод 
пассирования хронически зараженной культуры, ис-
пользуемый при изоляции хантавирусных штаммов 
от естественных хозяев, а также пассажи лизатов 
инфицированных клеток. Пассаж зараженной куль-
туры осуществляли через 14 дней (1–3-й пассажи), 
далее через 9–11 дней; в это же время проводили 
контроль зараженности клеток, а также инфекцион-
ного вируса в культуральной жидкости.

Результаты и обсуждение
Для выяснения степени чувствительности спо-

собов детекции размножения вируса в клеточных 
культурах было проведено сравнение методов выяв-
ления вирусного антигена по иммунофлюоресцен-
ции и ифА, индикации инфекционного вируса по 
титрованию фое в культуральной жидкости и лиза-
те клеток, а также определение вирусной рНк.

Полученные данные, обобщенные в таблице, 
показали, что для индикации размножения вируса 

Индикация вируса Добрава, штамм Ар1584/Сочи-01 в культуре 
Vero E6

Часы после 
заражения

ДоБ/
Сочи фое ифА ПЦр МфА

24 кЛ отр. отр. к/и ед. кл.

48 кЛ отр. отр. отр. 10–15%

72
кЖ 3,1 отр. отр.

кЛ 3,5 отр. отр. 25–30%

96
кЖ 3,6 отр. +

кЛ 4 + + 50–60%

120
кЖ 4,4 + +

кЛ 4,6 + + 75–80%

144
кЖ 4,7 + +

кЛ 5,2 + + 90–95%
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Добрава наиболее чувствительным является опре-
деление вирусного антигена в клетках методом им-
мунофлюоресценции. Антигенсодержащие клетки 
можно было наблюдать через 24 ч после заражения 
культуры, тогда как методом ифА антиген обнару-
живался спустя 96–120 ч после заражения. Вторым 
по чувствительности явился метод титрования виру-
са по фое: инфекционный вирус обнаруживался в 
кЖ и лизате кЛ культуры Vero E6 при зараженности 
более 25% клеток. Вирусная рНк определялась при 
титре вируса более 3,5 lg фое/мл. Похожие резуль-
таты были получены и для вируса Пуумала, штамм 
к27/Уфа-85 (результаты не приводятся). исходя 
из этих данных, оценка чувствительности той или 
иной клеточной линии к размножению хантавиру-
сов проводилась по результатам определения специ-
фического антигена МфА и инфекционного вируса 
по выявлению фое как наиболее чувствительных и 
специфичных методов.

результаты динамики накопления вирусного ан-
тигена в клетках и инфекционного вируса в культу-
ральной жидкости исследуемых клеточных культур 
отражены на рис. 1, а, б (Пуумала, штамм к27/Уфа-
85), 2, а, б (Добрава-куркино, шт. еАТ/Липецк-07).

Наиболее успешно штаммы обоих хантавирусов 
адаптировались к размножению в культуре Vero: 
через 3–5 пассажей максимальные титры вирусов 
Пуумала и Добрава соответствовали таковым в 
культуре Vero E6 и составили 5,9–6,2 lg фое/мл. 
Этот результат был исключительно важен с точки 
зрения перспективы использования культуры Vero 
в качестве продуцента вакцины. В серии опытов по 
влиянию множественности заражения (МЗ) на на-
копление внеклеточного вируса было показано, что 
при МЗ 5–10 фое/кл максимальный выход вирусов 
Пуумала и Добрава в кЖ приходится на 5–6-е сутки 
после заражения, при более низкой МЗ смещается 
на 2–3 сут, а при МЗ ниже 0,001 титр вируса уже 
не достигает максимальных показателей за весь пе-
риод наблюдения (36 дней). При МЗ 0,1–1 фое/кл 
урожай вируса Пуумала с титром 5,48 ± 0,38–5,62 ± 
0,72 lg фое/мл можно получать в результате еже-
дневных сливов кЖ с 6-х по 11-е сутки после зара-
жения; максимальный титр вируса регистрируется 
на 7–8-е сутки (рис. 3).

В культуре 4647, которая также получена из поч-
ки зеленой мартышки, после 2–3 пассажей как ви-
руса Пуумала, так и Добрава, зараженность клеток 
соответствовала таковой в пермиссивной культуре, 
т. е. около 100%, однако титр вируса в культураль-
ной жидкости на протяжении 8 последовательных 

рис. 1. Динамика накопления. а – внутриклеточного анти-
гена вируса Пуумала; б – вируса Пуумала в культуральной 
жидкости. Здесь и на рис. 2 стрелками показано заражение 
монослоя культуры лизатом клеток предыдущего вирусного 
пассажа.

рис. 2. Динамика накопления внутриклеточного антигена 
вируса Добрава-куркино – а; б – вируса Добрава-куркино в 
культуральной жидкости.
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пассажей оставался на 0,8–1,3 lg фое/мл ниже, чем 
в культуре Vero E6. Таким образом, отечественная 
культура клеток зеленой мартышки, сертифициро-
ванная для производства вакцин, оказалась менее 
чувствительной к размножению хантавирусов – воз-
будителей ГЛПС по сравнению с культурами Vero и 
Vero е6.

еще более низкий уровень размножения вирусов 
Пуумала и Добрава отмечен в культуре клеток се-
лезенки взрослой зеленой мартышки – 455. Макси-
мальная зараженность клеток как вирусом Пуумала, 
так и Добрава не превысила 60%, а титр вируса не 
достигал 4 lg фOE/мл через 8 пассажей в этой куль-
туре. Следует отметить, что на 1-м пассаже обоих 
вирусов зараженными были лишь единичные клет-
ки, тогда как в культуре 4647 уже на первом пассаже 
зараженность клеток составляла около 70%. На 2-м 
пассаже клеток селезенки зеленой мартышки – 455, 
инфицированных вирусами Пуумала и Добрава, ан-
тигенсодержащими были около 40–50% клеток, од-
нако интенсивность свечения была слабой, вирус в 
культуральной жидкости не определялся. После зара-
жения монослоя культуры 455 лизатом клеток с 40% 
содержанием антигена вируса Пуумала (4-й пассаж), 
зараженность клеток составила на 11-е сутки толь-
ко10%, однако уже в следующем пассаже этих клеток 
антигенсодержащими были 60% с выходом вируса в 
кЖ с титром 2,3 lg фOE/мл. В дальнейшем на 7-м 
и 8-м пассажах зараженность клеток не превысила 
60%, а титр внеклеточного вируса – 3,2 lg фOE/мл. 
Динамика накопления размножения вируса Добрава 
в культуре 455 характеризовалась колебанием коли-
чества антигенсодержащих клеток со 2-го по 8-й пас-
саж между 40–60%, при этом инфекционный вирус в 
кЖ определялся на последних двух пассажах с мак-
симальным титром 3,6 lg фOE/мл.

В культуре клеток почки эмбриона овцы, 4184, 
оба хантавируса размножались слабо на протяжении 
8 последовательных пассажей как инфицированной 
культуры, так и лизатов инфицированных клеток. 
количество клеток, инфицированных вирусом Пуу-
мала, не превышало 20%, вирусом Добрава – 40% со 

слабой интенсивностью свечения антигена; инфек-
ционный вирус в кЖ оставался на неопределяемом 
уровне.

В культуре клеток почки теленка, ПТ-1, макси-
мальная зараженность вирусом Пуумала составила 
45%, титр вируса в кЖ – около 2 lg фOE/мл; макси-
мальная зараженность вирусом Добрава составила 
75%, титр вируса в кЖ – 2,3 lg фOE/мл. В отличие 
от культуры 455 и, особенно, 4184, в клетках ПТ-1, 
инфицированных как вирусом Пуумала, так и До-
брава (оба варианта), антиген интенсивно накапли-
вался, что выражалось ярким гранулярным свечени-
ем в цитоплазме при исследовании МфА с гомоло-
гичными сыворотками. Способность культуры ПТ-1 
интенсивно накапливать внутриклеточный антиген 
была использована для приготовления антигенных 
слайдов. Эти антигенные препараты были примене-
ны для выявления антихантавирусных флюоресци-
рующих антител при контроле специфической им-
муногенной активности вакцинных препаратов. ис-
пользование клеток необезьяньего происхождения в 
качестве антигенного субстрата позволяет избежать 
неспецифических реакций, обусловленных иммун-
ным ответом на возможное присутствие в вакцин-
ном препарате белков цитоскелета (в данном случае 
субстратом вакцины являлись клетки Vero).

как было ранее показано на модели эндотели-
альных клеток человека и подтверждено на модели 
эндотелиоцитов аорты теленка, патогенные ханта-
вирусы используют для проникновения в клетку 
b3-интегрины [16, 17]. Последние присутствуют во 
всех клетках организма позвоночных животных, но 
обладают видовой специфичностью. Вероятно, b3-
интегрины не всех животных способны связываться 
с хантавирусами ввиду их естественных отличий, 
что определяет видовой барьер распространения 
хантавирусных инфекций. Нами впервые показа-
на возможность адаптации патогенных хантавиру-
сов Пуумала и Добрава к размножению в клетках 
перевиваемых линий почки овцы и почки теленка. 
При высокой множественности заражения, обеспе-
чивающего на 3-и сутки почти 100% зараженность 
пермиссивных клеток Vero E6, зараженность клеток 
ПТ-1 и 4184 вирусом Пуумала была представлена 
единичными клетками к 14-му дню, вирусом Добра-
ва – единичными клетками и 10% клеток соответ-
ственно. Несмотря на то, что общая зараженность 
клеток и выход инфекционного вируса в кЖ не до-
стигли показателей пермиссивной культуры даже 
через 8 последовательных пассажей вируса, факт 
репликации этих вирусов в новой системе “хозяина” 
открывает возможности дальнейшего изучения во-
просов, связанных с преодолением видового барье-
ра, вирусной трансмиссии и экологии хантавирусов. 
Эти результаты косвенно подтверждают факт не-
однородности хантавирусной популяции, наличия 
в ней “квазивидов”, способных узнавать и связы-
ваться с лигандами (b3-интегрины) другой видовой 
специфичности.

рис. 3. Динамика накопления вируса Пуумала в кЖ клеток 
Vero при роллерном культивировании. Сборы кЖ с титром 
вируса ≥ 5,0 lg фое/мл могут использоваться для производ-
ства цельновирионной инактивированной вакцины.



23

  

Проведенные нами исследования демонстри-
руют большую консервативность вируса Пуумала 
сравнительно с вирусом Добрава при адаптации к 
размножению в другой клеточной культуре и под-
тверждают наши предыдущие наблюдения о том, 
что хантавирусы, эволюционно связанные с грызу-
нами подсемейства Хомяковых (в том числе вирус 
Пуумала), менее эффективно выделяются в клеточ-
ных культурах по сравнению с вирусами, ассоции-
рованными с грызунами подсемейства мышиных 
(Хантаан, Сеул и Добрава) [18].

Важным положительным результатом исследова-
ний явилась успешная репликация в культуре Vero 
штаммов вирусов Пуумала и Добрава: после 3–4 по-
следовательных пассажей инфицированных клеток 
титр вируса в кЖ этой культуры соответствовал та-
ковому в культуре Vero E6. известно, что патогенные 
хантавирусы подавляют экспрессию α-интерферона 
и MxA белка в первые 48 ч после инфекции [19], тем 
не менее, наличие в культурах Vero E6 и Vero дефекта 
гена – индуктора α-интерферона [20], по-видимому, 
благоприятно сказывается на размножении патоген-
ных хантавирусов в этих культурах. Данные дина-
мики накопления вируса Пуумала в кЖ Vero при 
роллерном культивировании указывают на возмож-
ность ежедневных сборов кЖ в качестве вакцинно-
го полуфабриката с 6-х по 11-е сутки.

Заключение
Впервые установлена возможность адаптации 

патогенных хантавирусов Пуумала и Добрава, изо-
лированных в культуре клеток Vero E6, к размноже-
нию в перевиваемых клетках почки овцы и почки 
теленка.

Выявлена большая консервативность вируса Пу-
умала сравнительно с вирусом Добрава при адапта-
ции к размножению в клеточной культуре, отличной 
по хозяинному происхождению от Vero E6, в кото-
рой штаммы этих вирусов были изолированы.

Показано, что после 3–4 пассажей культура Vero 
поддерживает размножение хантавирусов Пуумала 
и Добрава на уровне пермиссивной клеточной куль-
туры Vero E6. определены динамика накопления 
вирусов Пуумала и Добрава в культуре клеток Vero 
при различной множественности заражения и опти-
мальные сроки сбора вирусного урожая.

Л и т е рат у ра

1. Ткаченко е.А., Дзагурова Т.к., Ткаченко П.е. Хантавирусы: 
экология, молекулярная биология, морфология, патогенез и 
диагностика хантавирусных инфекций. Молекулярная меди-
цина. 2009; 5: 36–41.

2. plyusnin A., Morzunov S.p. Virus evolution and genetic diversity 
of hantaviruses and their rodent hosts. curr. top. Microbiol. Im-
munol. 2001; 256: 47–75.

3. Смородинцев А.А., Альтшуллер и.С., Дунаевский М.и. и др. 
Этиология и клиника геморрагического нефрозо-нефрита. 
М.: ВиЭМ, 1944.

4. hooper J., Larsen t., custer d. et al. A lethal disease model for 
hantavirus pulmonary syndrome. Virology. 2001; 289: 6–14.

5. French g.R., Foulke R.S., Brand O.A., et al. Korean hemorrhagic 

fever: propagation of the etiologic agent in a cell line of human 
origin. Science. 1981; 211: 1046–8.

6. pensiero M.N., Sharefkin J.B., dieffenbach c.W., et al. hantaan 
virus infection of human endothelial cells. J. Virol. 1992; 66: 
5929–36.

7. yanagihara R., Silverman d.J. Experimental infection of human 
vascular endothelial cells by pathogenic and nonpathogenic han-
taviruses. Arch. Virol. 1990; 111: 281–6.

8. Nagai t., tanishita O., takahashi y. et al. Isolation of haemor-
rhagic fever with renal syndrome virus from leukocytes of rats 
and virus replication in cultures of rat and human macrophages. 
J. gen. Virol. 1985; 66: 1271–8.

9. temonen M., Vapalahti O., holthofer h. et al. Susceptibility of 
human cells to puumala virus infection. J. gen. Virol. 1993; 74: 
515–8.

10. Song g., huang y.c., hang c.S. preliminary human trial of in-
activated golden hamster kidney cell vaccine against hFRS. Vac-
cine. 1992; 10: 214–6.

11. Ogino M., yoshimatsu K., Ebihara h. et al. cell fusion activities 
of hantaan virus envelope glycoproteins. J. Virology. 2004; 78 
(19): 10776–82.

12. Миронова Л.Л., Попова В.Д., конюшко о.и. и др. опыт соз-
дания банка авторских линий перевиваемых клеток и их при-
менение в вирусологической практике. Биотехнология. 2000; 
6: 41–7.

13. Дзагурова Т.к., Ткаченко е.А., Башкирцев В.Н. и др. Выделе-
ние и идентификация штаммов хантавирусов-возбудителей 
ГЛПС в европейской части россии. В кн.: Медицинская ви-
русология. М.; 2008; 26: 142–50.

14. Дзагурова Т.к., Солопова о.Н., Свешников П.Г. и др. разра-
ботка иммуноферментной тест-системы на основе монокло-
нальных антител для определения специфической активно-
сти вакцины против геморрагической лихорадки с почечным 
синдромом. Вопросы вирусологии. 2013; 58 (1): 40–4.

15. Kruger d., Klempa B. Molecular detection of human viral patho-
gens. cRc press; 2012: 631–38.

16. gavrilovskaya I.N., Brown E.J., ginsberg M.h. et al. cellular 
entry of hantaviruses which cause hemorrhagic fever with renal 
syndrome is mediated by b3 integrins. J. Virol. 1999; 73 (5): 
3951–9.

17. Muranyi W., Kehm R., Bahr U. et al. Bovine aortic endothelial 
cells are susceptible to hantavirus infection; a new aspect in han-
tavirus ecology. Virology. 2004; 318: 112–22.

18. иванов Л.и., Здановская Н.и., Дзагурова Т.к. и др. Адапта-
ционная способность хантавирусов при изоляции на культу-
ре клеток VERO-E6 в зависимости от вида экологического 
хозяина. Медицинская паразитология и паразитарные болез-
ни. 2000; 4: 22–5.

19. Kraus A.A., Raftery M.J., giese t. et al. differential antiviral re-
sponse of endothelial cells after infection with pathogenic and non-
pathogenic hantaviruses. J. Virology. 2004; 78 (12): 6143–50.

20. desmyter J., Melnick J.L., Rawls W.E. defectiveness of inter-
feron production and of rubella virus interference in a line of afri-
can green monkey kidney cells (Vero). J. Virology. 1968; 2 (10): 
955–61.

R e f e R e n c e s

1. tkachenko е.А., dzagurova Т.K., tkachenko p.е. hantaviruses: 
ecology, molecular biology, morphology, pathogenesis and diag-
nostics of hantaviral infections. Molec. med. 2009; 5: 36–41. (in 
Russian)

2. plyusnin A., Morzunov S.p. Virus evolution and genetic diversity 
of hantaviruses and their rodent hosts. curr. top Microbiol Im-
munol. 2001; 256: 47–75.

3. Smorodincev A.A, Altshuller I.S., dunaevsky M.I. et al. Etiology 
and clinical hemorrhagic nephroso-nephritis. М.: VIEM; 1944. 
(in Russian)

4. hooper J., Larsen t., custer d. et al. A lethal disease model for 
hantavirus pulmonary syndrome. Virology. 2001; 289: 6–14.

5. French g.R., Foulke R.S., Brand O.A., et al. Korean hemorrhagic 
fever: propagation of the etiologic agent in a cell line of human 
origin. Science. 1981; 211: 1046–8.



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ, Т. 19,  № 4, 2014

24

17. Muranyi W., Kehm R., Bahr U. et al. Bovine aortic endothelial 
cells are susceptible to hantavirus infection; a new aspect in han-
tavirus ecology. Virology. 2004; 318: 112–22.

18. Ivanov L.I., zdanovskaia N.I., dzagurova t.K., tkachenko E.A. 
Adaptive property of hantaviruses during their isolation from 
cultured VERO-E6 cells in relation to the type of the ecological 
host. Med. parazitol. 2000; 4: 22–5. (in Russian)

19. Kraus A.A., Raftery M.J., giese t. et al. differential antiviral re-
sponse of endothelial cells after infection with pathogenic and non-
pathogenic hantaviruses. J. Virology. 2004; 78 (12): 6143–50.

20. desmyter J., Melnick J. L., Rawls W.E. defectiveness of inter-
feron production and of rubella virus interference in a line of afri-
can green monkey kidney cells (Vero). J. Virology. 1968; 2 (10): 
955–61.

Поступила 26.03.14
Received 26.03.14

Сведения об авторах:
Дзагурова Тамара Казбековна, канд. мед. наук, зав. 

лаб. геморрагических лихорадок, фГБУ “иПВЭ им. М.П. 
Чумакова” рАМН, e-mail: centrglps@rambler.ru; Коротина 
Наталья Александровна, науч. сотр. лаб. геморрагических 
лихорадок фГБУ “иПВЭ им. М.П. Чумакова” рАМН, e-mail: 
centrglps@rambler.ru; Баловнева Мария Владимировна, 
канд. мед. наук., ст. науч. сотр. лаб. геморрагических ли-
хорадок фГБУ “иПВЭ им. М.П. Чумакова” рАМН, e-mail: 
centrglps@rambler.ru; Конюшко Ольга Ивановна, канд. би-
ол. наук., ст. науч. сотр. лаб. иммунологии и культур тканей 
фГБУ “иПВЭ им. М.П. Чумакова” рАМН; e-mail: polcells@
yandex.ru; Соцкова Светлана Евгеньевна, руководитель от-
дела биологической безопасности фГБУ “иПВЭ им. М.П. 
Чумакова” рАМН; e-mail: se-sotskova@mail.ru; Ткаченко 
Евгений Александрович, доктор мед. наук, проф., зам. ди-
ректора по науке фГБУ “иПВЭ им. М.П. Чумакова” рАМН; 
e-mail: evgeniytkach@mtu-net.ru

6. pensiero M.N., Sharefkin J.B., dieffenbach c.W., et al. hantaan 
virus infection of human endothelial cells. J. Virol. 1992; 66: 
5929–36.

7. yanagihara R., Silverman d.J. Experimental infection of human 
vascular endothelial cells by pathogenic and nonpathogenic han-
taviruses. Arch. Virol. 1990; 111: 281–6.

8. Nagai t., tanishita O., takahashi y. et al. Isolation of haemor-
rhagic fever with renal syndrome virus from leukocytes of rats 
and virus replication in cultures of rat and human macrophages. 
J. gen. Virol. 1985; 66: 1271–8.

9. temonen M., Vapalahti O., holthofer h. et al. Susceptibility of 
human cells to puumala virus infection. J. gen. Virol. 1993; 74: 
515–8.

10. Song g., huang y.c., hang c.S. preliminary human trial of in-
activated golden hamster kidney cell vaccine against hFRS. Vac-
cine. 1992; 10: 214–6.

11. Ogino M., yoshimatsu K., Ebihara h. et al. cell fusion activities 
of hantaan virus envelope glycoproteins. J. Virol. 2004; 78 (19): 
10776–82.

12. Mironova L.L., popova V.d., Konushko O.I., et al. creating of 
bank of copyright transplanted cells lines and their use in virology 
practice. Biotech. 2000; 6: 41–7. (in Russian)

13. dzagurova Т.K., tkachenko е.А., Bashkircev V.N., et al. Isola-
tion and identification of strains of hantavirus causative hFRS in 
the European part of Russia. In: Med. Vir. 2008; 26: 142–50. (in 
Russian)

14. dzagurova t.K., Solopova O.N., Sveshnikov p.g., Korotina 
N.A., Balovneva M.V., Leonovich O.A., Varlamov N.E., Malkin 
g.A. et al. development of ELISA on the basis of monoclonal 
antibodies for detecting specific activity of the vaccine against 
hemorrhagic fever with renal syndrome. Vopr. Virusol. 2013; 58 
(1): 40–4. (in Russian)

15. Kruger d., Klempa B. Molecular detection of human viral patho-
gens. cRc press; 2012: 631–8.

16. gavrilovskaya I.N., Brown E.J., ginsberg M.h. et al. cellular 
entry of hantaviruses which cause hemorrhagic fever with renal 
syndrome is mediated by b3 integrins. J. Virology. 1999; 73 (5): 
3951–9.


