
ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2019 – Вип. 4, том 1 (153) 205

Связь публикации с плановыми научно-иссле-
довательскими работами. Исследование проведено 
в рамках выполнения научно-исследовательской ра-
боты «Исследование механизмов криоповреждений 
микроорганизмов, иммобилизированных в гелевых 
носителях с разными физико-химическими свой-
ствами, во время низкотемпературного хранения и 
лиофилизации», № государственной регистрации 
0118U001187.

Вступление. Бешенство – острый зоонозный 
вирусный энцефалит, возбудителем которого яв-
ляется сложный РНК-содержащий вирус семейства 
Rhabdoviridae и рода Lyssavirus. Бешенство имеет 
самый высокий коэффициент смертности среди 
других инфекционных заболеваний. По последним 
оценкам Всемирной Организации Здравоохранения 
(ВОЗ) ежегодно от бешенства, опосредованного со-
баками, умирает около 59 000 человек. Предотвра-
тить данное заболевание можно только с помощью 
предэкспозиционной или постэкспозиционной про-
филактики с применением антирабических вакцин и 
антирабических иммуноглобулинов [1-9].

Для контроля данных препаратов в ходе их про-
изводства применяют реакцию нейтрализации 
стандартного штамма вируса специфическими анти-
телами in vivo и in vitro. В соответствии с рекомен-
дациями ВОЗ для этой реакции используют фикси-
рованный стандартный штамм вируса бешенства 
challenge virus standard (CVS) [2-4,6,10,11]. Неотъем-
лемой частью рутинного контроля активности анти-
рабических препаратов является хранение данного 
штамма. При этом большое значение имеет стабиль-
ность вирусных препаратов, так как наличие разного 
количества дефектных вирусных частиц и инактиви-
рованного вируса влияет на надежность и воспроиз-
водимость тестов на основе нейтрализации вируса. 
Это связано с тем, что неинфекционные частицы кон-
курируют с полными вирионами за связывание анти-
тел. Кроме того, эти дефектные частицы ингибируют 
инфекционную активность неповрежденных вирио-
нов [12,13].

Главными методами хранения большинства ви-
русов в исследовательских и производственных 
целях является лиофилизация и замораживание при 
низких температурах с применением защитных сред 
[1,5,11-20]. Поскольку после лиофилизации вирус не-
обходимо пассировать, а хранение в жидком азоте в 
условиях производства ограничено по объему хра-
нения материала, данные методы не применимы 
в рутинном контроле антирабических препаратов 
[1,5,13,18]. Исходя из этого, наибольшее распростра-

нение получило хранение вирусов при температурах 
от –20 до –85оC, для поддержания которых пригодны 
коммерческие морозильные камеры, позволяющие 
хранить вируссодержащий материал в больших объ-
емах [1,11-16,18,19-21]. 

Чаще всего в качестве основы защитной среды 
для хранения и транспортировки вирусов использу-
ют среду для их культивирования или сбалансиро-
ванные физиологические растворы солей с добав-
лением белков и других стабилизирующих веществ 
[13-16,18]. В качестве защитных белков могут ис-
пользоваться обезжиренное молоко, желатин, пеп-
тон, сыворотка крови позвоночных и ее компоненты 
[11-16,19-22]. Кроме белков в качестве криопротек-
торов используют сахарозу, глицерин, диметилсуль-
фоксид (ДМСО) [1,11-22]. В качестве альтернативы 
использования желатина для хранения вирусов и 
живых вирусных вакцин рекомендуют использовать 
биосовместимые гелеобразующие вещества рас-
тительного происхождения, например, альгинат на-
трия, который также успешно используют в качестве 
криопротектора для долгосрочного хранения клеток 
[21,23,24].

Актуальной проблемой биотехнологической 
промышленности является разработка индивиду-
альных консервирующих сред для хранения кон-
кретных штаммов вирусов при различных низких 
температурах, отвечающих условиям производства 
[11,13,15,18]. Что касается стандартного штамма ви-
руса бешенства CVS, согласно рекомендациям ВОЗ, 
данный штамм необходимо хранить при температу-
рах –70 или –80 оC в среде на основе буфера с добав-
лением низких концентраций бычьего сывороточно-
го альбумина [2,4,6,10]. Однако отсутствуют данные 
о влиянии таких условий на сохранность стандартно-
го штамма при длительном хранении. 

Цель исследования – разработка состава консер-
вирующих сред для долгосрочного хранения стан-
дартного штамма вируса бешенства CVS в условиях 
производства антирабических препаратов при тем-
пературах –20 и –80 оС. 

Объект и методы исследования. Объектом иссле-
дования был контрольный штамм CVS, полученный 
из Государственного НИИ стандартизации и контро-
ля медицинских биологических препаратов имени 
Л.А. Тарасевича (Москва, Россия) и адаптированный 
к культуре клеток ВНК-21 в ПАО «ФАРМСТАНДАРТ-
БИОЛЕК». Штамм задепонирован (свидетельство № 
679) в Депозитарии Государственного научно-кон-
трольного института биотехнологии и штаммов ми-
кроорганизмов (Киев, Украина).
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Вирус культивировали в постоянной клеточной 

линии ВНК-21 (clone 13), полученной из Европейской 
коллекции клеточных культур (ECACC, Портон-Даун, 
Великобритания). Эта культура клеток рекомендо-
вана ВОЗ, Международным Эпизоотическим Бюро 
и другими международными организациями в каче-
стве субстрата для получения стандартного штамма 
CVS [1,2,4,6,10]. 

Клеточную линию ВНК-21 культивировали в виде 
пристеночного монослоя в течение 1 суток в стериль-
ных пластиковых культуральных флаконах (SPL, Гер-
мания) в ростовой среде на основе DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium) c добавлением 10% (v / v) 
фетальной бычьей сыворотки (Sigma-Aldrich, USA). 
Культивирование проводили в СО2-инкубаторе 
(Binder, Германия) при 37ºС и 5% СО2. Культуру кле-
ток заражали фиксированным стандартным штам-
мом CVS с инфекционной активностью (5,87 ± 0,16) lg 
CCID50 (50%-я инфицирующая доза для культуры кле-
ток). Экспозицию клеток с вирусной суспензией про-
водили в течение часа в условиях СО2-инкубатора 
при 33оС и 5% СО2. Затем в культуральные флаконы 
вносили ростовую среду для вируса на основе DMEM 
с добавлением 0,1% (v / v) бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) и культивировали вирус в анало-
гичных выше описанным условиях. Сбор вирусной 
суспензии производили на 4-е сутки после зараже-
ния и очищали ее от клеточного детрита центрифу-
гированием в рефрижераторной центрифуге (MPW, 
Польша) при 4оС (2000 g, 15 мин.) [1,4-6,10]. После 
отбора супернатанта в него вносили следующие за-
щитные вещества: сахарозу (AppliChem, Германия), 
глицерин (AppliChem, Германия), ДМСО (AppliChem, 
Германия), желатин (Генезис, Украина), альгинат 
натрия (Sigma-Aldrich, Германия) и пептон (HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited, Индия) в различных концен-
трациях по объему (таблица).

Вирусную суспензию в указанных защитных сре-
дах разливали с помощью механического дозатора 
с переменным объемом (Biohit Proline Plus, Финлян-
дия) по 1 мл в стерильные пластиковые криопро-
бирки (SPL, Германия) и помещали в морозильные 
камеры (National Lab, Германия) для хранения при 
–20 и –80оС. Скорости охлаждения до этих темпера-
тур не контролировали. Оценку сохранности образ-

цов проводили путем определения инфекционной 
активности перед помещением на хранение, через 
неделю и через 1, 3, 6 и 12 месяцев хранения (срок 
наблюдения). 

Для определения инфекционной активности ви-
руса использовали метод титрации в культуре клеток 
ВНК-21. Титрацию выполняли в 96-луночных культу-
ральных планшетах (TPP, Швейцария) в 5-ти повто-
рах с коэффициентом разведения 5. Клетки в план-
шетах культивировали в условиях СО2-инкубатора 
при 37оС и 5% СО2 в течение 48 часов и фиксировали 
охлаждённым при –20оС ацетоном. Для определе-
ния активности вируса использовали метод прямой 
флуоресценции. Для этого клеточный монослой 
окрашивали специфическими моноклональными 
антителами к вирусу бешенства, меченными изотио-
цианатом флуоресцеина (FITC) (Fujirebio, U.S.A). C по-
мощью лабораторного микроскопа (Leica DM2000, 
Германия) с модулем флуоресценции при 100× 
учитывали наличие или отсутствие в каждой лунке 
планшета яркого специфического свечения зелёного 
цвета (рис. 1). Наличие свечения указывало на зара-
жение клеток вирусом бешенства [1,4,5,10]. 

Для вычисления инфекционной активности ви-
руса использовали метод Спирмена-Кербера 
и выражали в десятичном логарифме 50%-й 
инфицирующей дозы для культуры клеток (cell 
culture infectious dose) (lg CCID50):

lg CCID50 = x0 – d/2 + dƩri/ni, 
где x0 – lg обратного наибольшего разведе-

ния, в котором во всех лунках отмечается по-
ложительное свечение; d – lg фактора разве-
дения; ri – количество лунок с положительным 
свечением в каждом разведении титрации ви-
русной суспензии; ni – общее количество лунок 
для каждого разведения титрации вирусной 
суспензии [1,5,25].

Для оценки эффективности консервирую-
щих сред в процессе хранения вируса в каче-
стве контроля использовали данные по ин-
фекционной активности образцов в ростовой 
среде до манипуляций. Также, оценивали раз-
личия в эффективности температурных режи-
мов –20 и –80оС. Кроме того, через 12 месяцев 

Таблица – Состав защитных сред, использованных 
для хранения стандартного штамма вируса бешенства 

CVS (v/v)
Защитная 

среда Состав Защитная 
среда Состав

1 РС* 4/3 РС с 7,5% ДМСО
2/1 РС с 2,5% сахарозы 4/4 РС с 10% ДМСО
2/2 РС с 5% сахарозы 5/1 РС с 1% желатина
2/3 РС с 7,5% сахарозы 5/2 РС с 3% желатина

2/4 РС с 10% сахарозы 6/1 РС с 1% альгината 
натрия

3/1 РС с 2,5% глицерина 6/2 РС с 2% альгината 
натрия

3/2 РС с 5% глицерина 6/3 РС с 3% альгината 
натрия

3/3 РС с 7,5% глицерина 7/1 РС с 2,5% пептона
3/4 РС с 10% глицерина 7/2 РС с 5% пептона
4/1 РС с 2,5% ДМСО 7/3 РС с 7,5% пептона
4/2 РС с 5% ДМСО 7/4 РС с 10% пептона

Примечание. * РС – ростовая среда (DMEM с 0,1% БСА).

Рисунок 1 – Монослой культуры клеток BHK-21/C13, 
зараженной вирусом бешенства штамма CVS в разведении 
1:3125. Окрашивание специфическими моноклональными 

антителами к вирусу бешенства, меченными изотиоцианатом 
флуоресцеина, ×100.
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хранения результаты сравнивали с ин-
фекционной активностью вируса в среде 
1 (ростовая середа без добавок) при каж-
дой из температур хранения. При оценке 
динамики изменения активности вируса в 
ходе хранения анализировали значимость 
изменений активности вируса по сравне-
нию с предыдущим сроком хранения.

Статистический анализ данных осу-
ществляли с помощью стандартных па-
кетов компьютерных программ Excel 
(Microsoft, США) и Statistica 10 (StatSoft, 
США) и методом дисперсионного анализа 
(one-way, factorial и main effects ANOVA): 
определяли значимость различий между 
средними значениями и оценивали зна-
чимость влияния каждого из факторов на 
изменчивость признака. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0,05 
[26,27].

Результаты исследований и их об-
суждение. В ходе изучения сохранности 
образцов вируса бешенства штамма CVS 
после хранения в различных защитных 
средах при температурах –20 и –80оС в те-
чение 12 месяцев (срок наблюдения) оценивали зна-
чимость вклада каждого фактора (температура, срок 
хранения и защитная среда). Установили, что при 
хранении вируса все факторы в разной степени вли-
яют на изменение инфекционной активности образ-
цов: больший вклад вносит температура хранения, а 
затем – срок хранения и защитная среда.

Было установлено, что добавление защитных ве-
ществ в ростовую среду вируса значимо не влияло на 
его активность. В связи с этим, в качестве исходного 
контроля использовали инфекционную активность 
вируса в ростовой среде до манипуляций (далее – 
исходная инфекционная активность вируса), которая 
составила (6,01 ± 0,16) lg CCID50.

Выявлено, что после замораживания до –20 и 
–80ºС с неконтролируемыми скоростями охлажде-
ния и хранения при этих температурах в течение не-
дели инфекционная активность снизилась 
по сравнению с исходным контролем во 
всех образцах, за исключением образцов 
с желатином (1 и 3%), замороженных до 
–80оС (рис. 2). После замораживания до 
–80оС показатели инфекционной активно-
сти вируса в образцах с ростовой средой 
без добавок, с сахарозой (10%), глицери-
ном (7,5–10%), ДМСО (2,5–5%), желати-
ном, альгинатом натрия (2%) и пептоном 
(2,5–10%) превышали сохранность вируса, 
замороженного до –20оС в аналогичных 
средах консервирования.

Через 12 месяцев при –20ºС в ростовой 
среде без добавок сохранилось 66% от ис-
ходной инфекционной активности вируса. 
В образцах с 5–10% сахарозы, 3% желати-
на и 5–7,5% глицерина инфекционная ак-
тивность вируса была достоверно выше, 
соответственно, 73–74, 71 и 69% от исход-
ного контроля. В образцах с 2,5% сахаро-
зы, 2,5 и 10% глицерина и 5–7,5% ДМСО 
показатели сохранности вируса достовер-

но не отличались от показателей сохранности вируса 
в ростовой среде без добавок – 67, 66–67, 65–66%, 
соответственно. В остальных образцах (с добавлени-
ем 2,5 и 10% ДМСО, 1% желатина, альгината натрия 
и пептона) инфекционная активность вируса была 
ниже, чем в ростовой среде без добавок. Минималь-
ные показатели инфекционной активности вируса 
были в среде с пептоном – 10–19%. Наряду с этим, 
при –80оС через 12 месяцев ростовая среда без доба-
вок обеспечила сохранность 80% от исходной актив-
ности вируса. Достоверно более высокие показатели 
сохранности обеспечивали только образцы с 5–10% 
сахарозы – 82–86% от исходной активности вируса. 
В препаратах с 2,5% сахарозы, глицерином, 2,5–7,5% 
ДМСО и желатином показатели сохранности вируса 
достоверно не отличались от ростовой среды без до-
бавок и составили, соответственно, 81, 79–81, 80–81 
и 80–82% от исходного контроля. В остальных средах 

Рисунок 2 – Инфекционная активность стандартного штамма вируса 
бешенства CVS после замораживания в различных защитных средах и 

недельного хранения: □ –при –80оС; ■ – при –20оС; ■ – контроль; * – различия 
статистически значимы по сравнению с контролем; # – инфекционная 

активность после замораживания при –80оС статистически значимо выше, 
чем при –20ºС (p < 0,05; n = 5).

Рисунок 3 – Динамика изменения инфекционной активности стандартного 
штамма вируса бешенства CVS в ходе хранения при температурах –20 и 

–80ºС в ростовой среде без добавок; * – различия статистически значимы по 
сравнению с контролем; # – различия статистически значимы по сравнению 

с предыдущим сроком хранения; & – различия между инфекционной 
активностью после хранения при –20 и –80оС статистически значимы 

(p < 0,05; n = 5).



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2019 – Вип. 4, том 1 (153)208

МІКРОБІОЛОГІЯ

(с 10% ДМСО, альгинатом натрия и пептоном) инфек-
ционная активность вируса была достоверно ниже, 
чем в образцах с ростовой средой без добавок, и 
составила 77, 69 и 65–72%, соответственно. Следует 
отметить, что в промежутке между 1 и 12 месяцами 
хранения показатели инфекционной активности ви-
руса при –80ºС значимо превышали инфекционную 
активность вируса, хранившегося при –20оС. 

Для понимания механизмов криопротективного 
действия использованных в исследовании криопро-
текторов был проведен анализ динамики изменения 
инфекционной активности вируса в процессе хране-
ния при температурах –20 и –80оС. Были выбраны 
консервирующие среды с наиболее высокими пока-
зателями через 12 месяцев.

В ходе хранения вируса в ростовой среде без до-
бавок при –20оС статистически значимое снижение 
его активности происходило в течение первого ме-
сяца после охлаждения до –20оС, а также между 6 и 
12 месяцами хранения (рис. 3). При –80оС активность 

вируса была стабильной до 6 месяца хра-
нения, а в дальнейшем снижалась.

В свою очередь, в средах, содержа-
щих сахарозу, снижение инфекционной 
активности при обеих температурах хра-
нения происходило в течение первых трех 
месяцев (рис. 4). Между 3 и 6 месяцами 
инфекционная активность вируса не из-
менялась. А промежутке между 6 и 12 ме-
сяцами произошло дальнейшее снижение 
его инфекционной активности.

В консервирующих средах с глицери-
ном и ДМСО динамика изменения сохран-
ности вируса в ходе хранения была ана-
логична образцам с сахарозой. Снижение 
инфекционной активности происходило 
до первых 3 месяцев и между 6 и 12 меся-
цами хранения.

Динамика изменения сохранности ви-
руса бешенства штамма CVS в защитных 
средах с желатином в разных концентра-
циях при температурах –20 и –80оС была 
различной (рис. 5). В образцах с обеими 

концентрациями желатина при –20оС и с 1% желати-
на при –80оС инфекционная активность вируса сни-
жалась между 1 и 3 месяцами хранения, в период 
между 3 и 6 – не изменялась и начинала снижаться 
между 6 и 12 месяцами. В защитной среде с 3% же-
латина при температуре –80оС инфекционная актив-
ность вируса оставалась стабильной до 6 месяцев 
хранения, после чего начала снижаться. 

Большинство исследований, посвященных из-
учению механизмов криоповреждения и криоза-
щиты биологических объектов, проведены на клет-
ках различного уровня организации. Общепринято, 
что защитные эффекты криопротективных веществ 
связаны с их гидратационными свойствами и, как 
следствие, способностью влиять на динамику вне-
клеточного и внутриклеточного кристаллообразо-
вания льда и процессами транспорта воды через 
клеточную мембрану [28]. В соответствии с этими 
положениями криопротекторы делят на две группы 
– экстрацеллюлярные и эндоцеллюлярные.

При хранении вирусов в различных 
зонах низких температур гидратационные 
свойства криопротекторов также играют 
существенную роль. Они связывают воду 
в замораживаемом образце, что в соче-
тании с многокомпонентностью ростовой 
среды приводит к расширению эвтекти-
ческой зоны, вследствие чего вторичная 
кристаллизация воды и солевых растворов 
может быть значительно увеличенной по 
температурной шкале. Кроме способности 
изменять процессы кристаллизации за-
щитное действие криопротекторов может 
быть связано и с другими механизмами 
– способностью предотвращать структур-
ные перестройки белковых макромолекул 
путем стабилизации системы водородных 
связей или за счет сорбции на поверхности 
вирионов со стабилизацией суперкапсида. 

Снижение инфекционной активности 
вируса в процессе хранения при темпера-
турах –20 и –80оС обусловлено неполной 

Рисунок 4 – Динамика изменения инфекционной активности стандартного 
штамма вируса бешенства CVS в ходе хранения при температурах –20 и –80оС 

в защитных средах с сахарозой; ■ – 2,5%; ● – 5%; ▲ – 7,5%; ♦ – 10%; 
* – различия статистически значимы по сравнению с контролем; # – различия 

статистически значимы по сравнению с предыдущим сроком хранения; 
& – различия между инфекционной активностью после хранения 

при –20 и –80оС статистически значимы (p < 0,05; n = 5).

Рисунок 5 – Динамика изменения инфекционной активности стандартного 
штамма вируса бешенства CVS в ходе хранения при температурах –20 и –80оС 

в защитных средах с желатином; ■ – 1%; ● – 3%;* – различия статистически 
значимы по сравнению с контролем; # – различия статистически значимы 

по сравнению с предыдущим сроком хранения; & – различия между 
инфекционной активностью после хранения при –20 и –80оС статистически 

значимы (p < 0,05; n = 5).
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кристаллизацией образцов с формированием при 
20оС между кристаллами льда каналов с гиперкон-
цетрированными растворами электролитов, нахо-
дящихся в жидкой фазе. На протяжении года (срок 
наблюдения) вирионы подвергались воздействию 
физико-химических факторов, связанных с низкой 
температурой и наличием указанных гиперконцен-
трированных растворов электролитов («эффект рас-
творов»). Вследствие этого происходили или гибель 
вирионов, или накопление криоповреждений ви-
рионов, которые вызывали инактивацию вируса на 
этапе оттаивания [29].

Выводы
1. Установлено, что после хранения при темпера-

туре –80оС в течение года (срок наблюдения) пока-
затели инфекционной активности вируса бешенства 
штамма CVS превышают показатели сохранности 
вируса при температуре –20оС. Наиболее высокую 
сохранность вируса в процессе хранения при темпе-

ратурах –20 и –80оС обеспечивали консервирующие 
среды на основе ростовой среды (DMEM с 0,1% БСА) 
без добавок и с добавлением сахарозы, глицерина, 
ДМСО и желатина.

2. Для долгосрочного хранения стандартного 
штамма вируса бешенства CVS в условиях произ-
водства антирабических препаратов рекомендована 
защитная среда на основе ростовой среды вируса с 
добавлением сахарозы (5–7,5%) и температура хра-
нения –80оС.

Перспективы дальнейших исследований. Даль-
нейшие исследования будут посвящены изучению 
влияния смеси криопротекторов с различным ме-
ханизмом действия на сохранность стандартного 
штамма вируса бешенства CVS. Повышение сохран-
ности данного штамма при долгосрочном хранении 
позволит повысить надежность и воспроизводи-
мость тестов на основе нейтрализации вируса.
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ЗАХИСНІ СЕРЕДОВИЩА ДЛЯ ЗБЕРІГАННЯ СТАНДАРТНОГО ШТАМУ ВІРУСУ СКАЗУ CVS ЗА ТЕМПЕРАТУР –20, 

–80°C
Варяниця В. В., Висеканцев І. П.
Резюме. В роботі досліджували різні склади консервуючих середовищ для довгострокового зберігання 

за температур –20 та –80оС стандартного штаму вірусу сказу CVS, який використовується у виробництві для 
контролю антирабічних препаратів. Показники інфекційної активності вірусу, що зберігався при –80оС, були 
статистично значуще вище, ніж в зразках, що зберігалися при –20оС. В процесі зберігання за даних температур 
протягом року (термін спостереження) найбільш високі показники збереження вірусу сказу штаму CVS забез-
печували консервуючі середовища на основі ростового середовища без добавок і з додаванням сахарози, глі-
церину, ДМСО і желатину. З огляду на те, що значущу ефективність у порівнянні з середовищем без добавок 
при –80оС показало тільки середовище з додаванням сахарози, для довгострокового зберігання стандартного 
штаму вірусу сказу CVS в умовах виробництва антирабічних препаратів рекомендовано захисне середовище 
на основі ростового середовища вірусу з додаванням сахарози (5–7,5%) і температура зберігання –80оС.

Ключові слова: вірус сказу, культура клітин, довгострокове зберігання, захисні середовища, збереження 
вірусу, інфекційна активність вірусу.

ЗАЩИТНЫЕ СРЕДЫ ДЛЯ ХРАНЕНИЯ СТАНДАРТНОГО ШТАММА ВИРУСА БЕШЕНСТВА CVS ПРИ ТЕМПЕРА-
ТУРАХ –20, –80°C

Варяница В. В., Высеканцев И. П. 
Резюме. В работе исследовали различные составы консервирующих сред для долгосрочного хранения 

при температурах –20 и –80оС стандартного штамма вируса бешенства CVS, который используется в произ-
водстве для контроля антирабических препаратов. Показатели инфекционной активности вируса, хранивше-
гося при –80оС, были статистически значимо выше, чем в образцах, хранившихся при –20оС. В процессе хране-
ния при данных температурах в течение года (срок наблюдения) наиболее высокие показатели сохранности 
вируса бешенства штамма CVS обеспечивали консервирующие среды на основе ростовой среды без добавок 
и с добавлением сахарозы, глицерина, ДМСО и желатина. Учитывая то, что значимую эффективность по срав-
нению со средой без добавок при –80оС показала только среда с добавлением сахарозы, для долгосрочного 
хранения стандартного штамма вируса бешенства CVS в условиях производства антирабических препаратов 
рекомендована защитная среда на основе ростовой среды вируса с добавлением сахарозы (5–7,5%) и тем-
пература хранения –80оС.

Ключевые слова: вирус бешенства, культура клеток, долгосрочное хранение, защитные среды, сохран-
ность вируса, инфекционная активность вируса.

PROTECTIVE MEDIA FOR STORAGE OF THE RABIES VIRUS STANDARD STRAIN CVS AT TEMPERATURES OF –20, 
–80оC

Varianytsia V. V., Vysekantsev I. P.
Abstract. We studied various compositions of preserving media for long-term storage at the temperatures of 

–20 and –80оС of the rabies virus standard strain CVS, which is used for control in manufacture of rabies biologicals. 
The virus was accumulated in cell culture of BHK-21 (clone 13) in the growth medium based on DMEM culture 

medium supplemented with 0.1% (v / v) BSA. Sucrose, glycerol, DMSO, gelatin, sodium alginate and peptone in 
various concentrations by volume were added to the viral suspension. The resulting samples were placed in freezers 
for storage at –20 and –80оС. The cooling rates to these temperatures were not controlled. Assessment of the 
samples safety was carried out by determining the infectious activity before storage, after a week and after 1, 3, 6 and 
12 months of storage (observation period). To determine the infectious activity of the virus, the titration method in 
cell culture of BHK-21 was used. The cell monolayer was stained with specific rabies monoclonal antibodies labeled 
with fluorescein isothiocyanate and counted using a laboratory microscope with a fluorescence module. The virus 
infectious activity value was calculated using Spearman-Karber’ method and expressed in decimal logarithm of 50% 
cell culture infectious dose (lg CCID50).

As the initial control, the infectious activity of the virus in the growth medium before manipulations (hereinafter, 
the initial infectious activity of the virus) was used. It was amounted to (6,01 ± 0,16) lg CCID50. It was established that 
after storage at the temperature of –80ºС for a year (observation period), the indicators of the infectious activity 
of the rabies virus CVS strain exceed the virus safety values at the temperature of –20оС. During storage at these 
temperatures for a year (observation period), the highest safety indices of the rabies virus CVS strain were provided 
by preserving media based on growth medium (DMEM with 0.1% BSA) without additives and with the addition of 
sucrose, glycerol, DMSO and gelatin. 

In preserving media with sucrose, glycerol and DMSO, the dynamics of the virus preservation during storage 
was the same. The decrease in infectious activity occurred until the first 3 months and between 6 and 12 months 
of storage.

After 12 months at –20оС, 66% of the initial infectious activity of the virus remained in the growth medium 
without additives. In samples with 5–10% sucrose, 3% gelatin, and 5–7.5% glycerol, the infectious activity of the 
virus was significantly higher than in the growth medium without additives. It was 73–74, 71, and 69% of the initial 
control, respectively.

Along with this, at –80ºС after 12 months, the growth medium without additives ensured safety of 80% of the 
initial activity of the virus. Significantly higher safety indices were provided only by samples with 5–10% sucrose. It 
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видів збудників гнійно-запальних інфекцій», № дер-
жавної реєстрації 0118U004052.

Вступ. Музей мікроорганізмів ДУ «ІМІ НАМН» має 
одну з найбільших та найстаріших у Європі колекцій 
мікроорганізмів, яка існує з часу створення Інституту 
(з травня 1886 року). Колекція постійно поповнюється 
штамами, серед яких збудники нових та маловивче-
них інфекцій з авторських колекцій співробітників Ін-
ституту та зарубіжних наукових установ (США, Франції, 
Чехії, Бельгії, Швеції, Німеччини та ін.). В колекційно-
му фонді музею зберігаються мікроорганізми ІІІ-IV 
груп патогенності, вилучені в різні історичні періоди 
починаючи з кінця ХІХ століття. Серед них є типові, 
еталонні, виробничні, контрольні та актуальні штами. 
Колекція являє собою унікальний ресурс для виконан-
ня фундаментальних досліджень і дає широке поле 
діяльності для порівняння біологічних властивостей 
історичних та сучасних штамів, у тому числі, для ви-
вчення еволюції мікроорганізмів.

Основним критерієм якості способів тривалого 
зберігання мікроорганізмів у колекціях є можливість 
відновлення їх життєздатності та стабільність їх мор-
фологічних, фізіологічних та генетичних властивостей 
[1,2]. Відомо, що ліофілізація дозволяє підтримувати 
штами колекційного фонду без втрати життєздатнос-
ті тривалий час (понад 50 років) [3-6], проте роботи з 
вивчення ефективності консервації мікроорганізмів 
різних видів вкрай важливі, оскільки дозволяють вно-
сити суттєвий теоретичний та практичний вклад в збе-
реження видового різноманіття мікрофлори [7]. 

Мета дослідження. Оцінка ефективності ліофіліза-
ції S. aureus, як методу їх довготривалого збереження. 
Перевірка життєздатності та відповідності таксономіч-
ному положенню музейних штамів стафілококів, що 
тривалий час зберігались у колекції Музею мікроорга-
нізмів ДУ «ІМІ НАМН».

Об’єкт і методи дослідження. У дослідженнях 
використано 25 ліофілізованих зразків 23-х штамів S. 
aureus, виділених у період з 1930 по 1986 роки. Штами 
зберігались у ліофілізованій формі від 17 до 62 років. 

Ліофілізовані культури відновлювали шляхом розчи-
нення вмісту ампули 1,0 мл поживного бульйону та 
висіву мікробної суспензії з десятикратних розведень 
на агаризоване середовище (кров’яний агар). Життєз-
датність визначали за методом Коха [8]. Реідентифі-
кацію мікробних культур проводили з використанням 
АРІ системи виробництва «Bio-Mеrieux», Франція (ID 
32 STAPH). Фенотипову внутрішньоштамову гетеро-
генність популяції оцінювали за показником індексу 
дисоціації, який відображує частку (%) певних форм 
колоній (S-, R-, D- форм) відносно загальної їх кількос-
ті. Статистичну обробку отриманих даних проводили 
за допомогою методів параметричної статистики з ви-
користанням комп’ютерних програм Microsoft Excel 
2007, STATISTICA 6.0. Встановлення взаємозв’язків між 
змінними проводили за допомогою кореляційного 
аналізу [9]. 

Результати досліджень та їх обговорення. Серед 
взятих у дослід 25 ліофілізованих культур S. aureus від-
новлено життєздатність (92,0±5,4) % зразків. Не вда-
лось рекультивувати два зразки штаму S. aureus 75 
(16553) 1971 року ліофілізації, але зазначений штам 
1972 року ліофілізації було успішно відновлено. Таким 
чином, для подальших досліджень відібрано 23 
штами S. aureus. Встановлено, що кількість життєздат-
них клітин у відновлених штамів варіювала у межах 
від 103 до 109 КУО/мл. З урахуванням того, що при 
виготовленні ліофілізованих зразків використовують 
мікробні суспензії з вмістом мікроорганізмів не менш 
ніж 109 КУО/мл, середній показник виживання дослі-
джених штамів складав (7,19±5,4) %. 

Стовідсоткове виживання, що відповідає кіль-
кості життєздатних клітин 109 КУО/мл, виявлено у 2 
(8,7± 5,9) % штамів, це штами S. aureus 201 (16562) і S. 
aureus 456 (16571) 1967 та 1972 років ліофілізації від-
повідно. Найменший показник виживання – 0,0001 %, 
встановлено у 3 (13,0± 7,0) % штамів – S. aureus ІФ-3 
(16570) 1969 року ліофілізації та S. aureus ВЛ (16576) 
і S. aureus 906 (16577) 2001 року ліофілізації. У пере-
важної більшості штамів показники виживання ко-
ливались у межах від 0,5 % до 10,0 %. Кореляційної 
залежності між кількістю КУО та терміном зберігання 
зразка не виявлено (r=0). Так, кількісний показник 
життєздатності штамів S. aureus 201 (16562), виділе-
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was 82–86% of the initial virus activity. The minimum indicators of the virus infectious activity at both temperatures 
were in media with sodium alginate and peptone.

Taking into account that only sucrose-supplemented medium showed significant efficacy compared to the 
medium without additives at –80оС, the protective medium based on the virus growth medium with the addition 
of sucrose was recommended for long-term storage of the rabies virus standard strain CVS in manufacture of rabies 
biologicals (5–7.5%) and storage temperature of –80оС. 

Key words: rabies virus, cell culture, long-term storage, protective media, virus preservation, virus infectious 
activity.
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