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Резюме
Введение. Быстрое распространение новой коронавирусной инфекции (COVID-19) среди населения 
многих стран мира способствовало появлению множества генетических вариантов вируса SARS-CoV-2. 
По сравнению с предыдущими вариантами коронавируса, новые субварианты варианта Омикрон проде-
монстрировали заметную степень мутации. Инактивация вируса является одним из наиболее важных эта-
пов разработки инактивированных вакцин. В качестве химического инактиванта в настоящее время ис-
пользуют β-пропиолактон и формальдегид, однако не существует единого стандарта для проектирования и 
определения процесса инактивации.
Цель работы. Оценка и сравнение эффективности химической инактивации двух агентов: формальдегида 
и β-пропиолактона в отношении иммуногенности варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2.
Материалы и методы. Для получения варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 использованы назофарин-
геальные мазки. Для выделения, репродукции, титрования вируса, а также постановки реакции нейтрали-
зации использовали культуру клеток Vero. Проведена кинетика изучения инактивации вируса химическими 
агентами: формальдегидом и β-пропиолактоном.
Результаты. Проведены исследования по сравнительной оценке эффективности химических инактиван-
тов, используемых для инактивации варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2, планируемого для использова-
ния в изготовлении инактивированной цельновирионной вакцины. В качестве инактивантов использованы 
формальдегид и β-пропиолактон в концентрациях 0,05, 0,1, 0,5% от общего объема суспензии вируса. Уста-
новлено, что полная инактивация вируса формальдегидом в использованных концентрациях при темпера-
туре 37 °С происходит в течение 2 ч, а при использовании β-пропиолактона ‒ в течение 12 ч. 
Заключение. Образцы вируса, инактивированные использованными инактивантами, обладают разной ан-
тигенной активностью в зависимости от концентрации инактивантов. Наиболее выраженная антигенная ак-
тивность проявляется у образцов возбудителя, которые подвергались обработке инактивантом в щадящей 
концентрации, равной 0,05%. Повышение концентрации инактивантов в 5 раз и более кратно приводит к 
значимому снижению антигенности вируса SARS-CoV-2. При использованных режимах инактивации потеря 
биологической активности вируса происходит быстрее, антигенность сохраняется в большей степени при 
обработке формальдегидом. 
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Abstract 
Introduction. The rapid spread of coronavirus infection COVID-19 among the population of many countries around the 
world has contributed to the emergence of many genetic variants of SARS-CoV-2. Compared to previous coronavirus 
variants, the new Omicron variants have shown a noticeable degree of mutation. Virus inactivation is one of the most 
important steps in the development of inactivated vaccines. The chemical inactivation agents currently used are 
β-propiolactone and formaldehyde, but there is no uniform standard for designing and specifying the inactivation process.
Objective. Evaluation and comparison of the effectiveness of chemical inactivation of two agents, formaldehyde 
and β-propiolactone against immunogenicity of the Omicron variant of the SARS-CoV-2 virus.
Materials and methods. Nasopharyngeal swabs were used to obtain the SARS-CoV-2 Omicron variant virus. Vero 
cell culture was used to isolate, reproduce, titrate the virus, and perform a neutralization reaction. The kinetics of 
studying the inactivation of the virus by chemical agents such as formaldehyde and β-propiolactone was carried out.
Results. Studies have been conducted to comparatively evaluate the effectiveness of chemical agents used to 
inactivate the SARS-CoV-2 virus of the Omicron variant, planned for use in the production of an inactivated whole-
virion vaccine. Formaldehyde and β-propiolactone were used as inactivation agents in concentrations of 0.05, 0.1, 
0.5% of the total volume of the virus suspension. It has been established that complete inactivation of the virus by 
formaldehyde in the concentrations used at a temperature of 37 °C occurs within up to 2 hours, and when using 
beta-propiolactone, within up to 12 hours.
Conclusion. Inactivated virus samples have different antigenic activity depending on the concentration of the inactivation 
agents used. The most pronounced antigenic activity is manifested in samples of the pathogen that were treated with 
an inactivation agent at a mild concentration of 0.05%. Increasing the concentration of inactivation agent by 5 or more 
times leads to a significant decrease in the antigenicity of the SARS-CoV-2 virus. With the inactivation modes used, the 
loss of biological activity of the virus occurs faster and antigenicity is retained largely when treated with formaldehyde.
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Введение
Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) яв-

ляется третьим коронавирусным заболеванием чело-
века на сегодняшний день. COVID-19 значительно 
превзошел SARS и MERS как по количеству инфи-
цированных людей, так и по пространственному диа-
пазону эпидемических зон. Быстрое распространение 
этого высококонтагиозного заболевания представляет 
собой самую серьезную угрозу для глобального об-
щественного здравоохранения в этом столетии [1]. 

По состоянию на 13 апреля 2024 г. вспышки 
COVID-19 унесли 7 010 681 жизнь, а подтвержденное 

число случаев заболевания во всем мире превыси-
ло 704 753 890 в 229 странах1. 

В результате мониторинга возбудителя болезни 
установлено, что вирус SARS-CoV-2 обладает повы-
шенной генетической изменчивостью, в результате 
которой в процессе пандемии появились новые его 
варианты [2, 3].  

Новый мутированный в значительной степени 
вариант SARS-CoV-2, отмеченный как B.1.1.529 
(Омикрон), впервые обнаружен в Южной Африке, 

1https://www.worldometers.info/coronavirus/coronavirus-death-toll/
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а затем быстро распространился по всему миру [4]. 
Через несколько дней после обнаружения в Южной 
Африке и Ботсване, 26 ноября 2021 г., на основании 
последующего и быстрого роста случаев заболева-
ния, Омикрон был признан Всемирной организацией 
здравоохранения (ВОЗ) вариантом, имеющим высо-
кую контагиозность с тяжелым течением заболевания 
и сниженной эффективностью лечения [5]. 

В настоящее время Омикрон разделен на 5 основ-
ных линий: ВА.1, ВА.2, ВА.3, ВА.4 и ВА.5. Перво-
начально Омикрон состоял из 3 сестринских линий: 
BA.1, BA.2 и BA.3. Вариант BA.1 стал причиной 
большинства инфекций 4-й эпидемической волны 
в Южной Африке. Однако, когда в середине янва-
ря 2022 г. эта волна спала, BA.2 стал доминирующей 
южноафриканской линией [6‒9]. 

17 февраля 2023 г. стало известно еще об одном но-
вом субварианте варианта Омикрон, который получил 
название Эрис (EG.5). По информации ВОЗ, подвид 
EG.5 относится к линейке XBB.1.9.2, как и другие под-
виды варианта Омикрона. От своих предшественников 
штамм отличается наличием дополнительных мута-
ций аминокислот F456L и Q52H [10, 11]. Постепенно 
частота EG.5 среди других возбудителей COVID-19 
увеличивалась и, по состоянию на июль 2023 г., до-
стигла 17,4%. Наибольшее число случаев было зафик-
сировано в Китае, США, Корее, Японии, Канаде, Вели-
кобритании, Франции, Португалии2. 

Главное отличие нового субварианта варианта Оми-
крон ‒ улучшенная способность ускользать от иммун-
ного ответа, что обусловливает повышенную частоту 
заболеваемости. Также установлено крайне быстрое 
распространение вируса: всего за месяц доля субва-
рианта Эрис среди всех типов коронавируса возросла 
на 10%. Он передается намного быстрее, чем преды-
дущие штаммы: Кракен, Арктур, Кентавр.

Таким образом, Омикрон является наиболее анти-
генно дивергентным вариантом. С момента появле-
ния Омикрона и его подвариантов (например, BA.2, 
BA.4, BA.5, BF.7, XBB), он стал ключевым фактором 
пандемии, приведшей к нескольким новым волнам 
инфекции [12, 13]. 

Приведенные выше данные свидетельствуют о том, 
что SARS-CoV-2 продолжает мутировать и появля-
ются новые штаммы с другими свойствами. Из-за ча-
стой мутации вируса защитное действие имеющихся 
вакцин, изготовленных на основе исходного варианта 
возбудителя, снижается [14, 15]. В связи с этим для 
поддержания высокой эффективности специфиче-
ской профилактики становится востребованной вак-
цина, стимулирующая эффективный иммунитет про-
тив варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2. 

Примерами зарегистрированных инактивиро-
ванных вакцин являются CoronaVac (Sinovac, Ки-
тай), Covaxin (Bharat Biotech, Индия), Sinopharm 
(Sinopharm/институт биологических препаратов Уха-
ня, Китай), «КовиВак» (Центр Чумакова, Россия), 

BBIB-CorV (Институт биологических препаратов Пе-
кина, Китай). 

Инактивированная вакцина широко используется 
для профилактики заболеваний [16], и ранее нами в  
НИИПББ была разработана инактивированная цельно-
вирионная вакцина QazCovid-in против COVID-19 на 
основе SARS-CoV-2/human/KAZ/KZ_Almaty/2020 [17].

Подбор подходящего инактиватора, правильное 
проведение процедуры инактивации и проверка инак-
тивации являются наиболее важными факторами 
в производстве инактивированных вакцин. Обычно 
процедура инактивации должна быть адаптирована 
к штамму вируса, концентрации инактиватора и мно-
гим другим факторам, таким как время инкубации 
и концентрация вируса, для получения эффективно-
го продукта [18‒21]. Инактивация вируса проводится 
физическими (тепло, ультрафиолетовое облучение) 
и химическими методами (детергенты, SDS, TRIzol, 
формальдегид и β-пропиолактон (БПЛ)) [22, 23]. 
Формальдегид и БПЛ являются наиболее доступны-
ми химическими инактиваторами для инактивации 
вирусов, и оба одобрены регулирующими органами 
в разных странах для производства биологических 
продуктов, инактивированных вирусами [24]. Фор-
мальдегид инактивирует вирусы посредством пере-
крестного связывания поверхностных белков вируса, 
тогда как БПЛ ‒ главным образом посредством аци-
лирования или алкилирования вирусной ДНК или 
РНК [25]. В процессе приготовления вакцин против 
COVID-19 формальдегид и БПЛ используют для 
инактивации частиц вируса SARS-CoV-2 [26‒29]. 
В связи с тем SARS-CoV-2 ‒ сравнительно новый ви-
рус, в настоящее время не проводятся комплексные 
исследования инактивации БПЛ и формальдегида 
на физические и химические свойства SARS-CoV-2, 
а также не существует научного стандарта для коли-
чественной оценки эффектов инактивации [30].

Цель исследования ‒ оценка и сравнение эффек-
тивности двух агентов: формальдегида и БПЛ, в от-
ношении варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2.

Материалы и методы
Клинические образцы. Для выделения варианта 

Омикрон вируса SARS-CoV-2 были использованы 
назофарингеальные смывы (мазки), собранные меди-
цинскими сотрудниками и доставленные в НИИПББ 
с соблюдением международных и отечественных 
требований по транспортировке клинических образ-
цов3–5, по разрешению Комитета санитарно-эпидемио-

2https://id-clinic.ru/news/covid-19/kovid-eg5-eris-samoe-vazhnoe-
o-novom-shtamme-koronavirusa/

3WHO/WHE/CPI/2019.20 Guidance on regulations for the transport 
of infectious substances 2019-2020. 
4WHO Laboratory biosafety guidance related to the novel 
coronavirus (2019-nCoV). https://www.who.int/docs/default source/
coronaviruse/laboratory-biosafety-novel-coronavirus-version-1-1.
pdf?sfvrsn=912a9847_2
5Санитарно-эпидемиологические требования к лабораториям, 
использующим потенциально опасные химические и биологи-
ческие вещества. Приказ Министра здравоохранения Республи-
ки Казахстан от 8 сентября 2017 г. № 684.

https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/09082023eg.5_ire_final.pdf?sfvrsn=2aa2daee_1
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с последующей выдержкой при температуре 37 °С 
в течение 48 ч при постоянном перемешивании со 
скоростью 60 ± 5 об/ч. Для установления срока инак-
тивации каждый час из биомассы вируса с инакти-
вантами отбирали пробы, в которые для прекращения 
действия инактиванта добавляли 25% раствор би-
сульфита натрия в концентрации, пропорциональной 
по молекулярной массе формальдегиду, добавлен-
ному в биомассу, и подвергали проверке на полноту 
инактивации вируса или помещали при температу-
ре 4‒6 °С до указанной проверки.

Для инактивации вируса SARS-CoV-2 БПЛ культу-
ру клеток Vero выращивали в культуральных матрасах 
до формирования монослоя, затем инфицировали ви-
русом SARS-CoV-2. Через 3 сут после инфицирования 
собирали вирусную суспензию, клеточные остатки 
удаляли центрифугированием и хранили до дальней-
шего использования. После этого вирусную суспен-
зию инактивировали БПЛ в разных концентрациях 
(00,5, 0,1 и 0,5%). Затем вирусную суспензию вместе 
с БПЛ инкубировали при 4 °C в течение 12 ч с после-
дующей 4-часовой инкубацией при 37 °C для гидро-
лиза оставшегося БПЛ. 

Для изучения кинетики инактивации вируса прово-
дили периодически отбор проб в течение 48 ч через 
каждый час. Полноту инактивации вируса подтвер-
ждали при отсутствии ЦПД в трех последовательных 
повторностях заражения. 

Определение антигенной активности инактивиро-
ванного вируса. Антигенную активность оценивали 
по динамике и титрам вируснейтрализующих анти-
тел (ВНА) на испытуемый вирус, сформированных 
в организме привитых лабораторных биологических 
моделей (беспородные белые мыши SPF (specific 
pathogen free, без специфических патогенов)). Белым 
мышам (по 5 голов в группе) вводили внутримышеч-
но по 0,5 мл испытуемых образцов инактивированной 
вирусной суспензии, предварительно собрав образцы 
сыворотки крови. Затем через каждые 7 сут в тече-
ние 28 сут повторно собирали образцы сыворотки 
крови, которые в ретроспективе исследовали на нали-
чие и титр специфических антител на вариант Оми-
крон вируса SARS-CoV-2. Антигенную активность 
оценивали по скорости формирования и титру ВНА. 

Постановка реакции нейтрализации. Реакцию 
нейтрализации проводили на монослойной культу-
ре клеток Vero, приготовленной в 96-луночных пла-
стиковых планшетах. В качестве реакционной сме-
си использовали двукратные разведения (1 : 2, 1 : 4  
и т.д.) исследуемой сыворотки крови у белых мы-
шей на поддерживающей среде и культуральную 
суспензию варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 
с титром 100 ТЦД50, взятых в равных объемных соот-
ношениях. Полученную смесь выдерживали при тем-
пературе 37 °С в течение 60 мин и вносили в разных 
дозах в не менее чем 4 лунки 96-луночного планшета 
с тестовой культурой клеток. В качестве контроля до-
зы суспензию вируса титровали на той же культуре 
клеток используя ее 10-кратные (10−1, 10−2, 10−3, 10−4) 
разведения на поддерживающей среде. Для контроля 

логического контроля (КСЭК) МЗ РК. Наличие иско-
мого варианта вируса в клиническом образце под-
тверждали с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и секвенирования спайк-белка возбудителя. 
Индикацию вируса и его принадлежности варианту 
Омикрон проводили сотрудники лаборатории «Кол-
лективное пользование». 

Культуры клеток и питательная среда. Для вы-
деления, репродукции, титрования, вируса, а также 
постановки реакции нейтрализации использовали 
перевиваемую культуру клеток Vero, которые вы-
ращивали в питательной среде ДМЕМ, содержа-
щей 10% фетальной сыворотки крови крупного ро-
гатого скота, 200 мкг/мл стрептомицина, 200 Ед/мл 
пенициллина и 400 мкг/мл гентамицина.

Выделение вируса. Для выделения вируса исполь-
зовали односуточную монослойную культуру клеток 
Vero, выращенных в матрасах 0,25 см2. На клеточный 
монослой наносили суспензию смывов со слизистой 
оболочки носовой полости больных в объеме 0,5 мл 
и выдерживали в течение 60 мин при температу-
ре 37 °С с содержанием в воздухе 5% CO2-инкубатора 
и 95% относительной влажности с ежедневной ми-
кроскопией. Наличие вируса устанавливали по цито-
патогенному действию в культуре клеток. Выделен-
ный вирус идентифицировали в реакции нейтрализа-
ции с использованием сыворотки крови, полученной 
для варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 путем 
иммунизации интактных белых мышей.

Для получения новой генерации вируса культуры 
клеток с выраженным цитопатическим действием 
(ЦПД) замораживали, затем размораживали и полу-
ченным культуральным вирусом заражали свежую 
культуру клеток.

Титрование вируса. Инфекционную активность ви-
руса определяли по общепринятой методике, титр ви-
руса рассчитывали. Для титрования вируса культуру 
клеток Vero выращивали в 96-луночном культураль-
ном микропланшете при температуре 37 °С до форми-
рования монослоя. Для выращивания использовали 
DMEM с добавлением 2% фетальной бычьей сыво-
ротки крови. Готовили последовательные 10-кратные 
разведения титруемой вирусной суспензии от 10−1 
до 10−8. Каждым разведением заражали культуру 
клеток не менее чем в 4 лунках. Клетки с вирусом 
инкубировали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 в те-
чение 7 сут. Наличие вируса устанавливали по ЦПД, 
определяемого микроскопированием с помощью ин-
вертированного микроскопа, а титр вируса рассчиты-
вали по методу Reed-Muench [31]. 

Инактивация вируса. Химическую инактивацию 
проводили 37% формальдегидом и БПЛ (Sigma-
Aldrich, США), для этого использовали вирус SARS-
CoV-2/Omicron/KZ-Almaty/04.2023 с титром 6,83 lg 
TЦД50/мл. После сбора вирусную суспензию осветля-
ли путем осаждения грубых частиц центрифугирова-
нием при 2000 g в течение 30 мин. 

Для инактивации в осветленную вирусную су-
спензию добавляли 3% рабочий раствор формаль-
дегида до конечной концентрации 0,05, 0,1 и 0,5% 
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качества культуры клеток оставляли не менее 4 лунок 
без внесения реакционной смеси и вируса, но с за-
меной на поддерживающую среду. Культуру клеток 
в планшетах с реакцией нейтрализации выдержива-
ли при температуре 37 °С в течение 5 сут, после че-
го проводили учет результатов по ЦПД вируса. От-
сутствие ЦПД в культуре клеток, при наличии его 
в контрольных лунках с дозой вируса и отсутствии 
в лунках с контролем качества культуры клеток, 
определяли как нейтрализацию вируса или наличие 
антител, а наличие ЦПД при указанных состояниях 
в перечисленных контролях ‒ как отсутствие нейтра-
лизации и специфических антител. За титр антител 
принимали то наивысшее разведение сыворотки кро-
ви, которое в не менее 50% случаев нейтрализовало 
репродукцию вируса. Титр антител описывали в об-
ратных цифровых величинах двукратных разведений 
сыворотки крови. Достоверность разности титров 
антител, формируемых у модельных животных, уста-
навливали по Стьюденту [32].

Статистический анализ. Статистический анализ 
проводили с помощью программы GraphPad Prism 
версии 8.0.1. Титр вируса выражали в lg ТЦД50/мл.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию ла-
бораторных животных в соответствии с Consensus author 
guidelines for animal use (IAVES 23 July 2010). Протокол 
исследования одобрен Комитетом по Биоэтике Науч-
но-исследовательского института проблем биологи-
ческой безопасности Министерства здравоохранения  
Республики Казахстан (Протокол № 2 от 14.08.2023).

Результаты
Поступившие клинические образцы (мазки), по-

лученные из КСЭК МЗ РК и НЦЭ, при исследова-
нии в ПЦР в 9 из 30 случаев содержали РНК вируса 
SARS-CoV-2. После заражения культуры клеток Vero 
клиническими образцами, позитивными в ПЦР на це-
левой вирус, в 3 пробах был выявлен цитопатогенный 
агент на 1-м пассаже, который проявил свое патоген-

ное действие на 3-и сутки. В других биологических 
образцах наличие цитопатогенного агента не отмеча-
лось в течение 3 последовательных пассажей. Со вре-
менем количество округлых и деструктивных клеток 
увеличилось, на поверхности монослоя уменьшалось 
количество адгезивных и распластанных клеток, на-
блюдались формирование очагов пустоты вследствие 
открепившихся клеток и увеличение межклеточного 
пространства при сравнении с контрольной культу-
рой (рис.  1). Полная деструкция монослоя поражен-
ных клеток наступала в течение 48‒72 ч после появ-
ления признаков цитопатологии. 

Выделенный цитопатогенный агент с помощью 
ПЦР был идентифицирован как вирус SARS-CoV-2, 
а при секвенировании гена шипового белка опреде-
лен как вариант Омикрон. На уровне 5-го пассажа 
в культуре клеток этот вирус накапливался в титре  
6,83 ± 0,22 lg TЦД50/мл.

В опубликованной ранее статье [33] были изучены 
сроки и кинетика инактивации вируссодержащей су-
спензии Уханьского штамма вируса SARS-COV-2 фор-
мальдегидом при температурных режимах 4 °С, 22 °С 
и 37 °С, где по результатам исследования  температу-
ра 37 °С была отмечена как наиболее эффективная для 
инактивации. В связи с этим в настоящем исследовании 
инкубацию проводили только при температуре 37 °С. 

Скорость инактивации вируса под воздействием 
двух вышеназванных агентов при температуре 37 °С  
приведена на рис. 2, 3. 

Как видно из рис. 2 и 3, при обработке 0,1 и 0,05% 
растворами формальдегида с выдерживанием при 
температуре 37 °С вирус теряет инфекционную ак-
тивность через 2 ч. А инактивация этого возбудителя 
при обработке 0,5% формальдегидом наступала уже 
в течение 1 ч.

При использовании БПЛ в концентрации 0,1 
и 0,05% полная потеря инфекционной активности 
вируса отмечалась через 11‒12 ч соответственно. 
Для концентрации инактиванта 0,1% этот показатель 
составлял 8 ч.

Рис. 1. Цитопатические изменения в монослое культуры клеток Vero, ув. 100. 
а ‒ неинфицированная культура клеток; б ‒ цитопатическое изменение в культуре клеток.
Fig. 1. Cytopathic changes in a monolayer of Vero cell culture, 100× magnification. 

a ‒ uninfected cell culture; b ‒ cytopathic change in cell culture.

a/a б/b
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Рис. 2. Кинетика инактивации варианта Омикрон вируса SARS-COV-2 в конечной концентрации формальдегида 0,05, 0,1, 0,5% и 
сравнительного контроля при температурном режиме 37 °С.

Fig. 2. Kinetics of inactivation of the Omicron virus SARS-COV-2 at a final formaldehyde concentration of 0.05, 0.1, 0.5% and a 
comparative control at a temperature of 37 °C.

Рис. 3. Кинетика инактивации варианта Омикрон вируса SARS-COV-2 в конечной концентрации β-пропиолактона 0,05, 0,1, 0,5% и 
сравнительного контроля при температурном режиме 37 °С.

Fig. 3. Kinetics of inactivation of the Omicron virus SARS-COV-2 at a final concentration β-propiolactone 0.05, 0.1, 0.5% and comparative 
control at a temperature of 37 °C.

После каждого случая отбора образцов вируса, об-
работанного инактивантами, их подвергали тестирова-
нию на полноту инактивации возбудителя путем иноку-
ляции культуры клеток и проведением последователь-
ных 3 слепых пассажей в этой биологической модели. 
Инокуляцию в культуру клеток проводили титровани-
ем. Результаты исследований приведены в табл. 1. 

Как видно из данных табл. 1, вариант Омикрон ви-
руса SARS-CoV-2, обработанный формальдегидом 
в концентрациях 0,5, 0,1, 0,05%, независимо от кон-
центрации инактиванта, терял свою биологическую 
активность в течение 2 ч. При исходном титре возбуди-
теля 6,83 ± 0,22 lg ТЦД50/см3, через 1 ч после обработки 
формальдегидом с выдержкой при температуре 37 °С, 
его титр составил: 0,2 ± 0,11 lg ТЦД50/см3 при концентра-
ции инактиванта 0,5%, 1,0 ± 0,15 lg ТЦД50/см3 при кон-
центрации инактиванта 0,1% и 1,2 ± 0,12 lg ТЦД50/см3  
при концентрации инактиванта 0,05%. А в образцах 

вирусной суспензии, отобранной через 2 ч после вы-
держки с раствором формальдегида при той же тем-
пературе, независимо от концентрации инактиванта, 
наличие цитопатогенного вируса не было обнаружено. 
Такой же отрицательный результат на наличие репро-
дуктивного вируса был получен при дополнительном 
слепом двукратном пассировании испытуемых образ-
цов в чувствительной культуре клеток. 

В исследованиях с БПЛ полная потеря инфекционно-
сти вируса происходила в течение до 12 ч. При этом так 
же, как и с предыдущим инактивантом, прослежива-
лась зависимость скорости инактивации вируса от кон-
центрации инактиванта. При концентрации БПЛ 0,5% 
инфекционная активность вируса полностью терялась 
в течение 10 ч, в то время как в образцах с концентра-
цией этого инактиванта 0,1 и 0,05% в указанный срок 
отмечался цитопатогенный титр в пределах 1,00 ± 0,2 
и 1,10 ± 0,2 lg ТЦД50/см3 соответственно. 
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В исследованиях по оценке антигенной активности 
инактивированных образцов варианта Омикрон ви-
руса SARS-CoV-2 по скорости формирования и титру 
ВНА в организме беспородных белых мышей катего-
рии SPF в зависимости от вида и концентрации ис-
пользованного инактиванта были получены результа-
ты, которые отражены в табл. 2.

Как видно из данных табл. 2, скорость формиро-
вания ВНА была зависима от концентрации инакти-
вантов, независимо от их вида. При использованных 
наибольших концентрациях инактивантов, равных 0,5 
и 0,1%, ВНА в образцах сыворотки крови привитых 
мышей выявлялись на 21-е сутки после инокуляции 
инактивированного возбудителя, в то время как при 
концентрации этих химических веществ 0,05% уже 
на 14-е сутки отмечали наличие следов ВНА в ти-
тре 2,4 ± 0,8  и 1,6 ± 0,8  (формальдегид и БПЛ соответ-
ственно). Уровень титров ВНА в динамике изменялся 
также в зависимости от концентрации использованных 
инактивантов. Образцы вируса, инактивированные 
инактивантами в концентрации 0,5%, стимулировали 

ВНА, титры которых за период наблюдения не превы-
шали 4,4 ± 1,96 и 6,4 ± 1,968  (формальдегид и БПЛ 
соответственно), в то время как в организме мышей, 
привитых вирусом, инактивированным инактиванта-
ми в концентрации 0,1%, выявлялись специфические 
антитела в титрах 12,8 ± 3,92 и 11,2 ± 3,928  (фор-
мальдегид и БПЛ соответственно) на 28-е сутки по-
сле прививки. Выраженная антигенная стимуляция 
наблюдалась у вируса, инактивированного обоими 
инактивантами в концентрации 0,05%. У мышей, при-
витых вирусом, инактивированным инактивантами 
наименьшей концентрации, титры антител на 21-е сут-
ки достигали 17,6 ± 7,84 и 14,4 ± 9,328 (формальдегид 
и БПЛ соответственно), а на 28-е сутки – 25,6 ± 2,8 
и 19,2 ± 2,658  (формальдегид и БПЛ соответственно). 
Соответственно, кратность прироста титра ВНА за на-
блюдаемые 28 сут был наивысшим в образцах сыво-
ротки крови мышей, привитых вирусом, инактивиро-
ванным инактивантами в наименьшей концентрации, 
равной 0,05%, и составила 25 для вируса, инактивиро-
ванного формальдегидом, а БПЛ ‒ 19. 

Таблица 1. Результаты оценки титра вируса, обработанного инактивантами, по срокам выдержки при температуре 37 °С
Table 1. Results of the titer measurement of the virus treated with inactivation agents with different exposure duration at a temperature of 37 °C

Деактивирующий агент
Inactivating agent

Экспозиция, ч
Exposure, h

Концентрация  
инактиванта, %

Inactivation agent 
concentration, %

t, °С

Титр вируса, lgТЦД50/см3

Virus titer, lgTCD50/cm3

исходный original остаточный residual

Формальдегид
Formaldehyde

1 0,05 37 6,83 ± 0,22 1,2 ± 0,12

0,1 1,0 ± 0,15

0,5 0,2 ± 0,11

2 0,05 0,00

0,1 0,00

0,5 0,00

Контроль
Control 

2 0 6,58 ± 0,38

β-пропиолактон
β-propiolactone

4 0,05 37 6,83 ± 0,22 5,11 ± 0,14

0,1 4,83 ± 0,23

0,5 3,50 ± 0,17

6 0,05 3,80 ± 0,1

0,1 3,50 ± 0,17

0,5 2,00 ± 0,12

8 0,05 2,50 ± 0,15

0,1 2,40 ± 0,17

0,5 0,5 ± 0,2

10 0,05 1,10 ± 0,2

0,1 1,00 ± 0,2

0,5 0,00

12 0,05 0,00

0,1 0,00

0,5 0,00

Контроль
Control

12 0 5,37 ± 0,17
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Полученные данные свидетельствуют о том, что 
при концентрации инактивантов 0,05% целевой вари-
ант вируса подвергается полной инактивации за вы-
явленное время при температуре 37 °С и сохраняет 
свою антигенную активность значительно дольше, 
чем при его инактивации теми же инактивантами, 
взятыми в 2- и 4-кратно повышенных концентрациях. 

Обсуждение
Инактивированные вирусные препараты традици-

онно используются при производстве вакцин. Они от-
носятся к безопасным и эффективным препаратам для 
профилактики гриппа, полиомиелита, гепатита А, кле-
щевого энцефалита и японского энцефалита [34‒37]. 

Инактивация вируса является одним из наибо-
лее важных этапов вирусологических исследований 
и разработки инактивированных вакцин. В качестве 
химического инактиванта в настоящее время исполь-
зуют БПЛ и формальдегид, однако не существует еди-
ного стандарта для проектирования и определения 
процесса инактивации [38]. 

В настоящей статье рассматриваются доступ-
ные методы инактивации варианта Омикрон вируса 
SARS-CoV-2 для таких целей, как производство вак-
цин и антисывороток. Была оптимизирована концен-
трация инактивантов (формальдегида, БПЛ) и изуче-
но их влияние на агрегацию вируса. Было выявлено, 
что обработка 0,05% и 0,1% формальдегидом и БПЛ 
культуральной суспензии при температуре +37 °С до-
статочна для полной инактивации вируса. При этом 
процесс разрушения в этих концентрациях с БПЛ зна-
чительно дольше, чем с формальдегидом. Также ре-
зультаты исследовании показали, что более высокие 
концентрации 0,5% БПЛ и формальдегида отрица-
тельно влияют на антигенный потенциал вируса, тем 
самым потенциально влияя на иммунный ответ при 
использовании в качестве антигенов. Однако более 
низкая концентрация (0,05 и 0,1%) оказывала мини-
мальное влияние на антигенную целостность по срав-
нению с более высокой концентрацией, что позволяет 
предположить, что при этих концентрациях антиген-
ный ответ должен быть устойчивым. 

Имеются аналогичные работы использования БПЛ 
в разведении 1: 1000 при температуре +4‒8 °С, в ко-
торых в течение короткого времени (2 ч) отмечалась 
низкая активность вируса.

По данным литературы, для инактивации БПЛ 
обычно используют концентрации от 0,1 до 1%. Более 
ранние исследования показали, что обработка БПЛ 
вызывает агрегацию вирусных частиц, а увеличение 
его концентрации вызывает образование более круп-
ных агрегатов [39]. 

Заключение
Результаты исследований показли, что выделен-

ный генетический вариант Омикрон вируса SARS-
CoV-2 из клинических образцов пациентов, больных 
COVID-19 (г. Астана), обладал цитопатогенной активно-
стью в культуре клеток Vero, которая близко напоминает 
исходный вариант (Ухань) возбудителя. На уровне 5-го 
пассажа вирус накапливается в моно слойной культуре 
клеток Vero, приготовленной в матрасах и клеточных 
фабриках, в титрах 6,83 ± 0,22 lg ТЦД50/мл3.

Выделенный вариант Омикрон вируса SARS-CoV-2 
в культуральной жидкости при обработке формаль-
дегидом в концентрацих 0,5, 0,1, 0,05% и выдержке 
при температуре 37 °С подвергается полной инакти-
вации в течение до 2 ч. Обработка вируса БПЛ в тех 
же концентрациях, которые использованы для фор-
мальдегида, также инактивирует вирус, но за более 
продолжительное время, равное 11 ч. Образцы ви-
руса, инактивированные использованными инакти-
вантами, обладают разной антигенной активностью 
в зависимости от концентрации инактивантов. Наи-
более выраженная антигенная активность проявля-
ется у образцов возбудителя, которые подвергались 
обработке инактивантом в щадящей концентрации, 
равной 0,05%. Повышение концентрации инактиван-
тов в 5 раз и более приводит к значимому снижению 
антигенности вируса SARS-CoV-2. При использован-
ных режимах инактивации потеря биологической ак-
тивности вируса происходит быстрее и антигенность 
сохраняется в большей степени при обработке фор-
мальдегидом. 

Таблица 2. Динамика титров вируснейтрализующих антител (ВНА) в организме мышей, иммунизированных образцами варианта Омикрон 
вируса SARS-CoV-2, инактивированных двумя инактивантами в разных концентрациях при температуре 37 °С 
Table 2. Dynamics of virus-neutralizing antibody (VNA) titers in mice inoculated with samples of the Omicron variant of the SARS-CoV-2 virus 
inactivated by two inactivation agents at different concentrations at 37°C

Инактивант
Inactivation agent

Концентрация инак-
тиванта, %

Concentration of 
inactivation agent, %

Кол-во привитых 
мышей, гол.

Number of vaccinated 
mice, head

Сроки исследования после иммунизации, сут
Duration of the study after immunization, days

Прирост титра 
BHA, кратно

Increase in VNA 
titer, multiple0 14 21 28

Формальдегид
Formaldehyde

0,5 5 0 0 3,6 ± 0,8 4,4 ± 1,96 4
0,1 5 0 0 9,6 ± 3,2 12,8 ± 3,92 12
0,05 5 0 2,4 ± 0,8 17,6 ± 7,84 25,6 ± 2,8 25

β-пропиолактон
β-propiolactone

0,5 5 0 0 0 6,4 ± 1,96 6
0,1 5 0 0 7,2 ± 1,6 11,2 ± 3,92 11

0,05 5 0 1,6 ± 0,8 14,4 ± 9,32 19,2 ± 2,65 19
Примечание. Титры ВНА приведены в обратных числовых значениях разведения сыворотки крови.
Note. Virus-neutralizing antibody (VNA) titers are given in reciprocal numerical values of blood serum dilution.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полученные результаты исследований можно ис-
пользовать в технологии изготовления инактивиро-
ванной вакцины против новой коронавирусной ин-
фекции (COVID-19) с использованием варианта Оми-
крон вируса SARS-CoV-2. 
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