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Аннотация
Введение. Вакцинация могла бы стать наиболее эффективным способом контроля геморрагической ли-
хорадки с почечным синдромом (ГЛПС), которая занимает ведущее место среди зоонозов и одно из пер-
вых мест среди природно-очаговых заболеваний человека. В связи с этим актуальны разработка эффек-
тивного вакцинного препарата, а также поиск новых нетоксичных и эффективных адъювантов, которые 
могут способствовать усилению и пролонгированию иммунного ответа, снижению концентрации антигена 
и уменьшению кратности введения препаратов.
Цель исследования — определить зависимость иммуногенной активности экспериментального хантави-
русного препарата на основе вируса Пуумала (ХП) от дозы антигена как в нативном виде, так и в сочета-
нии с углеводными адъювантами. 
Материалы и методы. Исследован иммуноадъювантный эффект Ac3-ЛПС Shigella sonnei и S. flexneri 1B 
и эмульсии наноэмульгированного сквалена Sepivac SWE (SWE) в составе ХП в оптимальной и минималь-
ной дозах по индукции нейтрализующих антител после 3-кратной иммунизации (0, 14, 182-й день) морских 
свинок (Cavia porcellus). Различия в иммуногенной активности ХП оценивали в реакции нейтрализации по 
50% подавлению фокусобразующих единиц в культуре клеток Vero E6. 
Результаты. Статистически значимое повышение уровня нейтрализующих антител отмечали уже после  
1 иммунизации как для ХП в оптимальной дозе, так и для его комбинации с адъювантами. Наиболее выра-
женный иммуноадъювантный эффект проявили Ac3-ЛПС S. sonnei и SWE, в концентрации 50 и 100 мкг/до-
зу соответственно. Иммуноадъювантный эффект, обусловленный комбинацией ХП с Ac3-ЛПС S. sonnei и 
SWE, способствовал как усилению иммунного ответа, так и его продолжительности. Уменьшение дозы ан-
тигена в 10 раз в присутствии SWE позволяет оптимизировать иммунный ответ для вакцинного препарата. 
Вывод. Результаты исследования показали перспективность использования Ac3-ЛПС S. sonnei и Sepivac 
SWE в вакцине для профилактики ГЛПС.
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вакцинный препарат, адъюванты, схема введения, нейтрализующие антитела, иммунный ответ
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Abstract
Introduction. Vaccination could be the most effective means of preventing hemorrhagic fever with renal syndrome 
(HFRS), which is one of the leading zoonoses and a major cause of natural disease in humans. Therefore, 
research to develop an effective vaccine and the search for new non-toxic and effective adjuvants that can 
enhance and prolong the immune response, reduce the antigen concentration and reduce the frequency of dose 
administration is an urgent task.
The aim of the study was to determine the dependence of the immunogenic activity of an experimental hantavirus 
vaccine based on Puumala virus (HV) on the antigen dose both in native form and in combination with carbohydrate 
adjuvants. 
Materials and methods. The immunoadjuvant effect of Ac3-LPS S. sonnei and S. flexneri 1B and emulsions of 
nanoemulsified squalene Sepivac SWE (SWE) as part of HV at the optimal and minimal doses was investigated 
by induction of neutralising antibodies after 3-fold immunisation (day 0, 14, 182) of guinea pigs (Cavia porcellus). 
Differences in the immunogenic activity of HV were assessed in the neutralisation reaction by 50% suppression 
of focal units in Vero E6 cell cultures. 
Results. A statistically significant increase in neutralising antibodies levels was observed after immunization both 
with HV at the optimal dose and for its combination with adjuvants. Ac3-LPS S. sonnei and SWE showed the most 
pronounced immunoadjuvant effect at concentrations of 50 and 100 μg/dose, respectively. The immunoadjuvant 
effect of the combination of the hantavirus vaccine with Ac3-LPS S. sonnei and SWE contributed to both an 
enhanced immune response and its duration. The tenfold reduction of the antigen dose in the presence of SWE 
allows optimization of the immune response to the vaccine.
Conclusion. The results of this study show the prospects of using Ac3-LPS S. sonnei and Sepivac SWE in the 
vaccine for the prevention of HFRS.

Keywords: hemorrhagic fever with renal syndrome, Puumala virus, hantavirus vaccine, adjuvants, administration 
scheme, neutralizing antibodies, immune response.
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Введение
Основную роль в структуре заболеваемости 

геморрагической лихорадкой с почечным синдро-
мом (ГЛПС) играет вирус Пуумала, на долю кото-
рого приходится 97,7% случаев заболеваний ГЛПС 
в России, а на долю вирусов Хантаан, Сеул, Амур 
и двух подтипов (Куркино и Сочи) вируса Добрава/
Белград — менее 3% [1]. Такая эпидемиологическая 
обстановка на территории России представляет со-
бой серьёзную угрозу населению. Ввиду отсутствия 
этиотропного лечения ГЛПС актуальна разработка 
вакцинного препарата для её профилактики [2].

Этап лицензирования прошли 6 хантавирус-
ных вакцин: 3 культуральных и одна мозговая в Ки-
тае и по одной мозговой вакцине в КНДР и Южной 
Корее, которые производятся на основе хантавиру-
сов Хантаан или Сеул. Ни одна из этих вакцин не 
может применяться в европейских регионах России, 
поскольку не обладает защитным действием против 
вируса Пуумала — основного возбудителя ГЛПС на 
этой территории [3]. В России разработка техноло-
гии изготовления инактивированных формалином 
или бета-пропиолактоном цельновирионных вак-
цинных препаратов на перевиваемой линии клеток 
Vero началась в 1990 г., когда удалось оптимизиро-
вать получение высокотитражного урожая вируса 
Пуумала [4]. Успешно прошли доклинические ис-
следования 3 кандидатных вакцинных препарата: 
моновакцина с использованием вируса Пуумала 
«PUUVAX» в 1990 г. [4], двухкомпонентная вакци-
на «Комби-ГЛПС-Вак» на основе вирусов Пуумала 
и Добрава/Белград (подтип Куркино) в 2008 г. [5], 
трёхкомпонентная вакцина «ГЛПС-Вак» на основе 
вирусов Пуумала, Добрава/Белград (подтип Сочи) 
и Хантаан в 2018 г. [6]. 

Иммуногенную активность и протективность 
инактивированных цельновирионных вакцинных 
препаратов для профилактики различных инфекций 
можно повысить с помощью адъювантов, которые 
способствуют пролонгированию иммунного ответа, 
снижению концентрации антигена и уменьшению 
кратности введения препаратов, обеспечивая рацио-
нальное соотношение доза–ответ [7, 8]. Вакцинный 
препарат для профилактики ГЛПС не является ис-
ключением. Ранее в рамках доклинических иссле-
дований мы оценивали возможное влияние различ-
ных групп адъювантов на повышение иммуноген-
ной активности моновалентного и поливалентного 
вакцинных препаратов для профилактики ГЛПС в 
ответ на их введение мышам BALB/c [9]. Установ-
лены наибольшая эффективность и целесообраз-
ность применения группы углеводных адъювантов 
на примере низкоэндотоксичного апирогенного 
липополисахарида (ЛПС), содержащего триациль-
ные производные липида А — Ac3-ЛПС Shigella 
sonnei, в вакцинном препарате для профилактики 
ГЛПС [10]. Также на мышах линии BALB/c и мор-

ских свинках были установлены оптимальная и ми-
нимальная иммунизирующие дозы хантавирусного 
вакцинного препарата (ХП) [9, 11]. Для решения 
вопроса о влиянии адъювантов на силу и длитель-
ность иммунного ответа в данном исследовании в 
качестве модели экспериментальных животных бы-
ли выбраны морские свинки Cavia porcellus. 

Адъюванты характеризуются большим разно-
образием, поэтому подбор осуществляется путём 
сравнения их эффективности на моделях животных, а 
также оценки их безопасности и переносимости [12].  
Они способны усиливать формирование иммунного 
ответа, генерируя долговременную Т- и В-клеточную 
память [13], определять конкретный тип иммунного 
ответа, который может быть смещён в сторону отве-
тов цитотоксических Т-клеток, определённых клас-
сов Т-хелперов и изотипов антител [14]. Врождённая 
иммунная система может распознавать патогены 
напрямую через различные образ-распознающие 
рецепторы, среди которых наиболее важными явля-
ются Toll-подобные рецепторы (TLR) [15, 16]. Они 
экспрессируются на дендритных, эндотелиальных 
и тучных клетках, макрофагах, нейтрофилах и т. д. 
и обладают широкой специфичностью в отношении 
консервативных молекулярных паттернов патогенов 
[17]. Традиционно применяемые адъюванты на ос-
нове алюминия и MF59 малоэффективны и не ока-
зывают заметного воздействия на клеточный иммун-
ный ответ [18]. В последнее время особое внимание 
стали уделять адъювантам на основе углеводов [12], 
которые безопасны, биосовместимы и способны сти-
мулировать сильные и длительные гуморальные и 
клеточные иммунные реакции [19] через TLR [20, 
21], нуклеотид-связывающие домены олигомериза-
ции, содержащие белок 2 [22], C-типа лектины [23] 
или CD1d-зависимые естественные киллеры [24], 
которые впоследствии стимулируют продукцию ци-
токинов [25]. Было показано, что монофосфорилли-
пид A, являясь нетоксичным компонентом ЛПС [26] 
и вместе с тем единственным агонистом TLR4 [27], 
одобрен в качестве адъюванта в вакцинах для лече-
ния рака, аллергии и инфекционных болезней [28]. 
Другой углеводный адъювант — глюкопиранозилли-
пид A — в доклинических исследованиях индуциро-
вал выработку цитокинов в составе вакцинных пре-
паратов за счёт стимуляции иммунных клеток [29]. 
Углеводные адъюванты растительного происхожде-
ния могут осуществлять доставку антигена к анти-
генпрезентирующим клеткам [30], являясь агониста-
ми TLR4 [27] или усилителями иммунного ответа 
[31]. Эти сигнальные каскады в конечном итоге ге-
нерируют антигенспецифические Т- и В-клеточные 
реакции, которые алюминий не может индуцировать 
[32], что сделало их пригодными для разработки вак-
цинных препаратов, в том числе против вирусов ве-
тряной оспы, иммунодефицита человека, папилломы 
человека и гепатита В [33]. 
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Безопасность и клиническая применимость 
Ac3-ЛПС как класса молекул показана в клиниче-
ских исследованиях кандидатной дизентерийной 
вакцины против Shigella flexneri «Флексвак» на ос-
нове Ac3-ЛПС S. flexneri 2a [34]. В исследованиях 
иммуногенной активности вакцины против гриппа 
H7N9 добавление адъюванта Sepivac SWE (SWE; 
эмульсия сквалена в воде) усиливало функциональ-
ные реакции антител у хорьков, а также позволяло 
снижать дозу антигена по меньшей мере в 6 раз [35].  
В составе белковых субъединичных вакцин про-
тив COVID-19 адъювант SWE на модели мышей 
BALB/c позволял сократить количество доз, способ-
ствовал увеличению количества нейтрализующих 
антител (нАТ) и индуцировал сбалансированные 
иммунные ответы Th1/Th2 по сравнению с гидрок-
сидом алюминия [36]. SWE-адъювантная вакцина 
против COVID-19 COVAC-2 вышла на клинические 
испытания NCT047021781 и NCT052090092.

Целью данного исследования являлось опре-
деление эффективности углеводных адъювантов 
различного происхождения в составе эксперимен-
тального ХП на основе вируса Пуумала на модели 
морских свинок. 

Материалы и методы
Использовали культуры клеток Vero (ATCC 

CСL-81) — перевиваемая культура клеток почки зе-
лёной мартышки, Vero-E6 (ATCCNo. CRL-1586) — 
клон Vero C1008 культуры VERO. 

Вирус Пуумала, штамм PUU-ТKD-VERO, де-
понирован в Государственной коллекции вирусов 
(Национальный исследовательский центр эпидемио-
логии и микробиологии им. почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ) под номером № 1026. Пол-
ногеномные сиквенсы штамма PUU-ТKD-VERO 
зарегистрированы в GenBank под номерами: S — 
MH251331, M — MH251332, L — MH251333. 

Для выявления и титрования хантавирусов в 
культуре клеток Vero E6 применяли метод фокус-
образующих единиц (ФОЕ) [37]. Вируснейтрали зую-
щие антитела (нАТ) выявляли по подавлению ФОЕ 
в культуре клеток Vero E6 в реакции нейтрализации 
[38]. За титр нАТ принимали разведение сыворотки, 
подавляющее 50% ФОЕ (РН/ФОЕ50), выявленных в 
контрольном образце вируса. Каждая проба сыво-
ротки крови трижды исследована в РН/ФОЕ50. 

Получение экспериментального хантавирусного 
препарата

Для исследований сравнительной эффектив-
ности адъювантов готовили полуфабрикаты ХП, 

1 A Clinical trial of COVAC-2 in healthy adults. 
 URL: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04702178
2 A Clinical trial of COVAC-2 in adults. 
 URL: https://clinicaltrials.gov/study/NCT05209009

используя вирус Пуумала [6, 38]. После хрома-
тографической очистки первичного концентрата 
вируса Пуумала на мультимодальном сорбенте 
«Сapto Сore 700» («GE Healthcare») титр виру-
са до инактивации составлял 5,0 ± 0,4 lg ФОЕ/мл,  
2,32 × 106 ± 98 копий вирусной РНК/мл, общий белок   
30 ± 6 мкг/мл. Выделение РНК и определение коли-
чества копий РНК/мл методом ПЦР в реальном вре-
мени описаны ранее [39]. Этап инактивации прово-
дили бета-про пио лактоном в конечном разведении 
1 : 6000 при комнатной температуре в течение 1 ч 
на мешалке [40]. Оптимальной дозе ХП соответ-
ствовало содержание вируса 4,5 ± 0,3 lg ФОЕ/мл  
(1 × 104 ± 98 копий вирусной РНК/мл) и общего бел-
ка 20 ± 6 мкг/мл, а за минимальную дозу принима-
ли ХП, разведённый физиологическим раствором  
в 10 раз [9].

Инактивированный препарат хранили при тем-
пературе 6 ± 2ºС. Остаточную инфекционность ХП 
определяли по описанной методике [40]. При отсут-
ствии инфекционности после 5 последовательных 
пассажей в культуре клеток Vero приступали к кон-
тролю иммуногенной активности эксперименталь-
ных вакцинных препаратов.

Эксперименты с использованием инфекцион-
ных материалов проводили в лаборатории, оборудо-
ванной специальным блоком для работы с вируса-
ми 2-й группы патогенности, на работу с которыми 
имеется разрешение Роспотребнадзора.

Адъюванты 
Варианты низкоэндотоксичных ЛПС рода 

Shigella для исследования влияния на иммуноген-
ную активность в составе ХП, полученные в ГНЦ 
«Институт иммунологии» [11, 34]:

1) низкоэндотоксичный апирогенный ЛПС, 
содержащий гомогенные длинные О-полисахарид-
ные домены Ac3-ЛПС S. sonnei (ЛПСГ-S. sonnei,  
50 мкг/дозу);

2) низкоэндотоксичный апирогенный ЛПС, со-
держащий смесь коротких и длинных О-полисаха-
ридных доменов Ac3-ЛПС S. sonnei (ЛПС-S. sonnei, 
50 мкг/дозу);

3) гомогенный низкоэндотоксичный апиро-
генный ЛПС, содержащий гомогенные длинные 
О-полисахаридные домены Ac3-ЛПС S. flexneri 1B 
(ЛПС-S. flexneri, 50 мкг/дозу). 

Эмульсия наноэмульгированного сквалена 
животного происхождения по типу «масло в воде» 
(аналог MF-59) SEPIVAC SWE (SWE, в концен-
трации 100 мкг/дозу3) была безвозмездно передана 
компанией «Seppic» для проведения данных иссле-
дований. 

3 SEPIVAC SWE. 
 URL: https://www.seppic.com/en/sepivac-swe-pharma
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Иммунизация животных

Перед началом исследования животные, отве-
чающие критериям включения в эксперимент, были 
распределены рандомизированно на группы. Иссле-
дования выполняли на самках аутбредных морских 
свинок Hartley массой 290–330 г (n = 6), поставляе-
мых филиалом «Андреевка» Научного центра био-
медицинских технологий. Авторы подтверждают 
соблюдение институциональных и национальных 
стандартов по использованию лабораторных живот-
ных в соответствии с правилами, принятыми Евро-
пейской конвенцией по защите животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986), и правилами лабораторной 
практики (Приказ Министерства здравоохранения 
РФ от 19.06.2003 № 267). Одобрение исследования 
подтверждается выпиской из протокола этического 
комитетом ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН (Ин-
ститут полиомиелита) от 10.06.2022 № 100622-5. 

К ХП с оптимальной и минимальной концен-
трациями антигена добавляли адъюванты. Живот-
ным контрольных групп вводили физиологический 
раствор в том же объёме и с соответствующей кон-
центрацией адъюванта, что и экспериментальным.

Животных экспериментальных групп (ХП, ХП-
ЛПСГ-S. sonnei, ХП-ЛПС-S. sonnei, ХП-ЛПС-S. flex
neri, ХП-SWE) иммунизировали антигеном в опти-
мальной или сниженной в 10 раз концентрации.

Животным опытных групп вводили исследуе-
мый препарат в дозе 0,3 мл трёхкратно внутримы-
шечно (0, 14, 182 дня). Проведены 3 серии экспери-
ментов в идентичных дозах. Забор крови у морских 
свинок проводили каждые 14 дней от начала экспе-
римента пункцией сердца в течение года.

Сыворотки крови морских свинок прогревали 
при 56ºC в течение 30 мин и хранили до исследова-
ния при 6 ± 2ºС.

Статистический анализ

Минимальный объём выборки рассчитывали 
при помощи базовой функции power.t.test для уровня 
статистической значимости не менее 95%. Резуль-
таты экспериментов (совокупные данные 3 незави-
симых опытов) были проанализированы, сгенери-
рованы и графически представлены в программном 
обеспечении «GraphPad Prism v. 9.4.0». Уровень 
значимости различий между несколькими группами 
определяли с использованием непараметрическо-
го метода трёхстороннего дисперсионного анализа 
ANOVA с тестом множественного сравнения Тьюки. 
Иммуногенную активность выражали в виде средне-
геометрических значений титра нАТ в двоичных ло-
гарифмах ± стандартное отклонение. Статистически 
значимыми принимали различия при p ≤ 0,05. 

Результаты 
Титры антител у животных до начала имму-

низации во всех группах были отрицательными, 
а в группах отрицательного контроля оставались 
отрицательными (титры нАТ ≤ 4) в течение всего 
эксперимента. Средние геометрические титры нАТ, 
вырабатываемых в ответ на различные комбинации 
вакцины против Пуумала с адъювантами и без, при-
ведены на рис. 1–4. Группами сравнения являлись 
ХП и ХП-1/10. Сравнение титров нАТ проводили 
между ними и другими группами, иммунизирован-
ными ХП с добавлением различных адъювантов в 
соответствующий день отбора сыворотки крови.  
В экспериментальных группах нАТ определялись 
через 14 дней после 1-й иммунизации у всех жи-
вотных. Анализ динамики нарастания титра нАТ в 
сыворотках крови морских свинок в эксперимен-
тальных группах продемонстрировал существен-
ные различия. Первичный ответ выражался в повы-
шении уровня нАТ в сыворотках крови уже после 

Рис. 1. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на двукратное введение ХП в оптимальной 
дозе. 

Fig. 1. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera  in response to two doses of HV administered  
at optimal dosage. 

0 14 28 56 70 126 182 224 238 266 294 308 322 336 350 364
4

8

16

Ти
тр

 н
АТ

, l
og

2  |
 T

ite
r N

Ab
, l

og
2

ХП | HV

ХП-ЛПСГ-S. sonnei 
HV-LPSG-S. sonnei

Дни после иммунизации | Days post immunization

1  2   иммунизация | immunization

ns<0,0001 <0,0001

<0,0001

ns

ХП-ЛПС-S. sonnei
HV-LPS-S. sonnei
ХП-ЛПС-S. flexneri
HV-LPS-S. flexneri

ХП-SWE | HV-SWE



388 389JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2024; 101(3) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-523

ORIGINAL RESEARCHES

Рис. 4. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на бустерное введение минимальной дозы 
иммуногена в составе ХП.

Fig. 4. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to booster administration  
of HV at a minimal dose.

Рис. 2. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на трёхкратное введение ХП. 
Fig. 2. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to three doses of the HV.

Рис. 3. Кинетика титра нАТ в сыворотках крови морских свинок в ответ на двукратное введение минимальной дозы 
антигена в ХП. 

Fig. 3. Kinetics of neutralizing antibody titers in guinea pig blood sera in response to two doses of HV administered  
at minimal dosage.
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1-й иммунизации во всех группах по сравнению с 
контролем. Пиковые значения для разных групп на-
блюдали в разные дни: на 56-й день — для ХП (9,0 ± 
0,2log2), ХП-ЛПС-S. sonnei (9,2 ± 0,25log2), ХП-SWE  
(10,15 ± 0,22log2), на 70-й день — ХП-ЛПСГ-S. sonnei  
(9,54 ± 0,28log2), на 126-й день — ХП-ЛПС-S. flexneri 
(8,92 ± 0,22log2).

Для ХП-ЛПСГ-S. sonnei и ХП-ЛПС-S. sonnei 
наблюдали плавное снижение титров нАТ ниже та-
кового для ХП. К 364-му дню титр нАТ составлял 
4,6 ± 0,2; 5,00 ± 0,23 и 5,6 ± 0,21log2 соответственно. 
В группе ХП-ЛПС-S. flexneri наблюдали более стре-
мительное снижение титров нАТ, достигшее порога 
отсечения на 336-й день. В присутствии SWE на-
блюдали крайне медленное снижение титров нАТ. 
На 364-й день титр нАТ оставался на уровне 7,0 ± 
0,2log2. В сыворотках крови всех эксперименталь-
ных морских свинок к 364-му дню после двукрат-
ной иммунизации сохранялись нАТ. 

На фоне снижения нАТ в сыворотках кро-
ви морских свинок бустерное введение препарата 
на 182-й день от начала иммунизации приводило 
к формированию аналогичного профиля нАТ для 
всех исследуемых групп (рис. 2). Нарастание до пи-
ковых значений наблюдали: к 238-му дню для ХП 
(9,48 ± 0,3log2), на 266-й день — ХП-ЛПС-S. flexneri 
(8,92 ± 0,2log2) и ХП-SWE (9,19 ± 0,22log2), на 294-й  
день — ХП-ЛПСГ-S. sonnei (9,4 ± 0,25log2) и ХП-
ЛПС-S. sonnei (9,7 ± 0,25log2), с последующим 
плавным снижением. 

При этом уменьшение концентрации имму-
ногена в ХП в 10 раз индуцировало аналогичную 
динамику нарастания титра нАТ пропорционально 
вводимой дозе, но иммуномодулирующая эффек-
тивность адъювантов в таких условиях также бы-
ла различна (рис. 3). Пиковые значения для разных 
групп наблюдали в разные дни: на 14-й день — для 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (5,34 ± 0,3log2), на 28-й — 
ХП-1/10 (6,50 ± 0,26log2), ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei 
(5,43 ± 0,26log2) и ХП-1/10-SWE (6,35 ± 0,30log2), 
на 56-й — ХП-1/10-ЛПСГ-S. sonnei (5,7 ± 0,2log2). 
Снижение уровня нАТ в сыворотках крови ниже 
порога отсечения наблюдали на 266-й день для ХП-
1/10-ЛПСГ-S. sonnei (4,00 ± 0,2log2), на 294-й — 
ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei (4,0 ± 0,2log2), на 308-й — 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (4,0 ± 0,2log2) и ХП-1/10-
SWE (4,0 ± 0,2log2), на 364-й — ХП (4,32 ± 0,25log2).

Бустерная иммунизация этими же препарата-
ми через 182 дня приводила к пиковым значениям 
нАТ в сыворотках крови морских свинок: на 224-й 
день для ХП-1/10-ЛПС-S. sonnei (6,50 ± 0,26 log2) и 
ХП-1/10-ЛПС-S. flexneri (6,1 ± 0,3log2), на 238-й — 
ХП-1/10-ЛПСГ-S. sonnei (6,76 ± 0,2log2), на 294-й —  
ХП-1/10 (7,57 ± 0,20log2) и ХП-1/10-SWE (8,23 ± 
0,26log2) (рис. 4). После максимальных значений ти-
тра нАТ наблюдали их плавное снижение к 364-му  
дню (выше порога отсечения). 

Обсуждение
Впервые рассмотрена эффективность адъю-

вантов в составе экспериментального ХП на основе 
вируса Пуумала на морских свинках, которые часто 
используются в качестве модели для ряда инфекци-
онных заболеваний человека из-за сходства индук-
ции иммунного ответа [40]. 

Анализ динамики продуцирования нАТ в экс-
периментальных группах показал существенное 
различие степени их иммуногенной активности в 
зависимости от комбинации ХП с адъювантом. По-
добные результаты мы наблюдали в наших предыду-
щих экспериментах на модели BALB/c, когда была 
установлена индукция гуморального и клеточного 
иммунного ответа для нативного ХП и его комбина-
ции с адъювантами различного происхождения [9].  
Однако модель морских свинок позволила подтвер-
дить формирование иммунологической памяти и 
выявить существенные различия в нарастании ти-
тров нАТ для разных экспериментальных групп, 
несмотря на одинаковую схему иммунизации.  
В целом наблюдалась схожая динамика титров нАТ 
после иммунизации ХП как в оптимальной, так и 
в сниженной в 10 раз концентрации антигена [11]. 
Выраженный для обоих вариантов бустерный эф-
фект характеризовался более высоким уровнем 
нАТ в сыворотках крови экспериментальных жи-
вотных, что подтверждает эффективность иммуни-
зации и позволяет судить о возможности примене-
ния сниженной дозы антигена для определённых 
групп граждан [11]. Стоит отметить, что в данном 
исследовании важным критерием эффективной им-
мунизации было определение влияния бустерной 
иммунизации ХП в комбинации с углеводными 
адъювантами через 182 дня после 1-й иммуниза-
ции, особенно для минимальных доз иммуногена, 
что может значительно увеличивать доступность 
вакцины в условиях эпидемиологических вспышек.

Для низкоэндотоксичного апирогенного ЛПС 
рода Shigella, использованного в качестве адъ-
юванта, наблюдали различную картину в дина-
мике нарастания нАТ. ХП-ЛПСГ-S. sonnei и ХП-
ЛПС-S. sonnei в концентрациях 50 мкг/дозу инду-
цировали ранний гуморальный иммунный ответ, с 
формированием «плато» нАТ с высоким титром с 
14-го по 126-й день после 1-й иммунизации. Для 
ХП-ЛПСГ-S. sonnei отмечалось значительное про-
лонгирование индукции нАТ до 224-го дня с менее 
выраженным подъёмом после бустерного введения 
на 294-й день, как и для ХП-ЛПС-S. sonnei. Такой 
эффект можно связать с избыточной стимуляцией 
иммунной системы и для уменьшения подобного 
воздействия целесообразно увеличить интервал 
для бустерной иммунизации до 1 года либо сни-
зить концентрацию антигена в вакцинном препа-
рате. Таким образом, иммуноадъювантный эффект 
ЛПСГ-S. sonnei заключается в пролонгировании гу-
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морального иммунного ответа, что позволит увели-
чить интервалы в схеме иммунизации. Безусловно, 
низкоэндотоксичные апирогенные Ac3-ЛПС явля-
ются многообещающими адъювантами с подтверж-
дённым в клинических исследованиях отсутствием 
стимуляции продукции провоспалительных цитоки-
нов (фактора некроза опухоли-α, интерлекинов-1β и 
-6), системных и местных эндотоксичных побочных 
реакций при парентеральном введении доброволь-
цам в дозе 50 мкг [34]. Данные нашего исследования 
показали существенный подъём титра нАТ в ответ 
на бустерную иммунизацию препаратом, содержа-
щим в 10 раз меньше антигена в комбинации с тремя 
ЛПС, однако титр нАТ не поднимался в сыворотках 
крови морских свинок статистически значимо выше, 
чем при введении ХП-1/10. Таким образом, наиболее 
выраженный иммунноадъювантный эффект ЛПС за-
ключался в пролонгировании индукции нАТ при оп-
тимальной дозе антигена.

Менее выраженный иммунный ответ ХП-
ЛПС-S. flexneri в концентрации 50 мкг/дозу выра-
жался в более отдалённом формировании пика нАТ 
(к 126-му дню) в сравнении с ХП (на 56-й день). 
Для ХП-ЛПС-S. flexneri первичный ответ выражал-
ся в более значительном повышении уровня нАТ в 
сыворотке крови морских свинок по сравнению с 
нативным ХП после первой иммунизации. Бустер-
ное введение препарата приводило к повышению 
уровня нАТ с формированием повторного пика на 
266-й день.

Для SWE в концентрации 100 мкг/дозу наблю-
дали наиболее выраженный иммуноадъювантный 
эффект. Однако из-за избыточной стимуляции им-
мунной системы бустерное введение препарата на 
182-й день не приводило к ожидаемому подъёму 
уровня нАТ в сыворотках крови морских свинок. 
Вероятно, увеличение интервала в схеме иммуни-
зации позволило бы компенсировать нагрузку на 
иммунную систему. Наиболее выраженный иммун-
ный ответ был получен в ответ на ХП-1/10-SWE. 
Это подтверждает теорию об усилении иммунного 
ответа за счёт оптимального соотношения анти-
ген : адъювант [11]. Для адъюванта Sepivac SWE в 
концентрации 100 мкг/дозу показана иммунологи-
ческая и экономическая целесообразность приме-
нения низких доз антигена. Подобная комбинация 
на фоне усиления антигенспецифических иммун-
ных реакций и формирования иммунологической 
памяти позволяет уменьшить оптимальную дозу 
антигена и/или количество инъекций. 

Заключение
Результаты свидетельствуют о раннем форми-

ровании иммунного ответа, интенсивность которого 
зависела от дозы вводимого иммуногена и комбина-
ции с адъювантами. Наблюдаемые закономерности 
при иммунизации оптимальными и сниженными 

в 10 раз концентрациями антигена в ответ на бу-
стерное введение обосновывают целесообразность 
меньших доз или увеличение интервалов между 
бустерными инъекциями во избежание избыточной 
стимуляции иммунной системы, что было показано 
нами ранее [11]. Обобщая результаты исследования, 
можно сделать вывод о том, что наиболее перспек-
тивными в составе ХП против ГЛПС можно рас-
сматривать низкоэндотоксичный апирогенный Ac3-
ЛПС S. sonnei, содержащий гомогенные длинные 
О-полисахаридные домены, и эмульсию наноэмуль-
гированного сквалена животного происхождения 
по типу «масло в воде» (аналог MF59) Sepivac SWE 
в концентрациях 50 и 100 мкг/дозу соответственно. 
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