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Реферат: В работе исследовали сохранность производственного вакцинного штамма вируса бешенства L. Pasteur 
после лиофилизации в различных защитных средах и последующего хранения при температурах 5, –20 и –80ºС. После 
хранения в течение 24 месяцев (срок наблюдения) наиболее высокие показатели инфекционной активности вируса во 
всех средах были отмечены при температуре –80ºС. Максимальную сохранность вируса обеспечивала защитная среда 
на основе питательной среды DMEM с добавлением 0,5% бычьего сывороточного альбумина, 1% желатина и 5% саха-
розы. Инфекционная активность образцов, лиофилизированных в средах, содержащих 5% сахарозы или 3% желатина 
и 5% сахарозы, или 10% сахарозы, была значимо ниже. Установлено, что добавление 3% желатина в защитную среду 
значительно увеличивает время растворения препаратов по сравнению с другими средами и нормой регламента (не 
более минуты), что затрудняет их практическое использование. Время растворения образцов с 1% желатина и 5% саха-
розы или 10% сахарозы было значимо больше, чем препаратов с 5% сахарозы, но соответствовало производственному 
регламенту. Полученные результаты свидетельствуют о необходимости подбора индивидуальных режимов сушки при 
лиофилизации вирусов в защитных средах с различным составом.

Ключевые слова: вирус бешенства, лиофилизация, культура клеток, защитные среды, долгосрочное хранение, сохранность 
вируса, инфекционная активность вируса.

Реферат: У роботі досліджували збереженість виробничого вакцинного штаму вірусу сказу L. Pasteur після ліофілі-
зації в різних захисних середовищах та наступного зберігання за температур 5, –20 и –80ºС. Після зберігання протягом 
24 місяців (термін спостереження) найбільш високі показники інфекційної активності вірусу в усіх середовищах були від-
значені за температури –80ºС. Максимальну збереженість вірусу забезпечувало захисне середовище на основі живильного 
середовища DMEM із додаванням 0,5% бичачого сироваткового альбуміну, 1% желатину та 5% сахарози. Інфекційна 
активність зразків, ліофілізованих у середовищах, які містять 5% сахарози або 3% желатину і 5% сахарози, або 10% 
сахарози, була значуще нижчою. Встановлено, що додавання 3% желатину в захисне середовище значно збільшує час 
розчинення препаратів у порівнянні з іншими середовищами і нормою регламенту (не більше хвилини), що ускладнює їх 
практичне використання. Час розчинення зразків з 1% желатину і 5% сахарози або 10% сахарози був значуще більше, 
ніж препаратів з 5% сахарози, але відповідав виробничому регламенту. Отримані результати свідчать про необхід-
ність підбору індивідуальних режимів сушки при ліофілізації вірусів у захисних середовищах з різним складом.

Ключові слова: вірус сказу, ліофілізація, культура клітин, захисні середовища, довгострокове зберігання, збере-
женість вірусу, інфекційна активність вірусу.

Abstract: In this research, we studied the survival of industrial L. Pasteur rabies virus vaccine strain after freeze-drying 
in various protective media and further storage at 5, –20 and –80°C. After 24-month storage (the observation period), 
the highest rates of the virus infectious activity were found after storage at –80°C in all the media. The maximum virus 
survival was found in the DMEM-based protective medium, supplemented with 0.5% bovine serum albumin, 1% gelatin 
and 5% sucrose. The infectious activity of the specimens, frozen-dried in the media, containing either 5% sucrose or 3% 
gelatin and 5% sucrose, or 10% sucrose was significantly lower. The supplement of 3% gelatin to a protective medium was 
established to significantly increase the time of preparations dissolution as compared to other media and the regulation 
standard (i. e., not more than 1 min), that could complicate their practical use. The time of specimens’ dissolution with
1% gelatin and 5% sucrose or 10% sucrose was significantly longer if comparing to those with 5% sucrose, but complied 
with the production regulations. The abtained results indicate the need to select individual modes selection of drying
for the viruses freeze-drying in protective media with different composition.

Key words: rabies virus, freeze-drying, cell culture, protective media, long-term storage, virus survival, infectious activity
of virus.
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Бешенство – зоонозная вирусная нейроин-
фекция, характеризующаяся развитием тяжелого 
энцефалита, который без применения специфи-
ческой иммунотерапии заканчивается летальным 
исходом. Для предэкспозиционной профилактики 
бешенства применяют антирабические вакци-
ны, для постэкспозиционной – антирабические 
вакцины и иммуноглобулины. Важную роль в 
предупреждении данного заболевания играет так-
же иммунизация домашних и диких плотоядных 
животных [6, 15, 19]. В технологических схемах 
производства антирабических препаратов функ-
ционирует система банков вакцинных штаммов 
вируса бешенства: рабочие банки предназначены 
для хранения большого объема вирусной суспен-
зии (исходное сырье), главные – долгосрочного 
хранения материала, которым пополняют запасы 
первых [2, 10, 19]. Работа таких банков и, следо-
вательно, производство антирабических препа-
ратов основаны на эффективных методах долго-
срочного хранения вакцинных штаммов вируса 
бешенства [13, 18]. 

В фармацевтической и ветеринарной промыш-
ленности, практической медицине и коллекциях 
микроорганизмов для хранения вирусов широко 
применяют лиофилизацию [2–4, 7, 12, 14, 16, 18]. 
Как правило, вирусные лиофилизированные пре-
параты хранят при 4ºС, однако при данной тем-
пературе возможна потеря инфекционной актив-
ности [7, 8, 13]. Лиофилизация разных вирусов 
предусматривает использование защитных сред,
в состав которых входят отдельно или в различ-
ных комбинациях желатин, сахароза, глутамат 
натрия, сыворотка крови позвоночных или ее 
компоненты [2–4, 7, 9, 12, 13, 16, 18]. Поскольку 
унифицированные технологии лиофилизации и 
последующего долгосрочного хранения разных 
родов и штаммов вирусов не разработаны, то для 
этой цели применяют индивидуальные методы. 

В настоящее время ПАО «Фармстандарт-Био-
лек» (Харьков, Украина) разрабатывает техно-
логии производства антирабических препаратов
с использованием вакцинного штамма вируса
бешенства L. Pasteur, которые отвечают требова-
ниям Всемирной организации здравоохранения 
[14]. Актуальной проблемой вирусологии являет-
ся разработка эффективных методов долгосроч-
ного хранения отдельных штаммов с примене-
нием  защитных сред на основе культуральной 
поддерживающей среды, в которой накапливают 
вирус.

Цель работы – исследование сохранности вак-
цинного штамма вируса бешенства L. Pasteur
после лиофилизации в различных защитных сре-
дах на основе культуральной поддерживающей 

Rabies is a zoonotic viral neuroinfection, cha-
racterized by severe encephalitis development, 
which may be fatal if no specifi c immunotherapy 
is administered. The rabies vaccines are used for 
pre-exposure rabies prevention, and in case of post-
exposure prophylaxis the vaccines are applied to-
gether with immunoglobulins. The immunization
of domestic and wild carnivores plays an impor-
tant role in preventing this disease as well [14, 16,
19]. In rabies products manufacturing protocols 
there is the system of banks for rabies virus
vaccine strains, i. e. the working banks are desig-
ned to store a large amount of viral suspension 
(starting material), and the main ones are inten-
ded for the material long-term storage to replenish
the working banks [4, 6, 19]. In order to ensure the
functioning of these banks and, consequently, of 
entire rabies biologics production, the effi cient me-
thods for a long-term storage of rabies virus vaccine 
strains are needed [10, 18].

The freeze-drying is widely used in pharmaceu-
tical and veterinary industries, practical medicine
and microorganism’ collections for virus storage
[1, 4, 8, 9, 11–13, 18]. The frozen-dried viral pre-
parations are usually stored at 4°C, but a loss of 
infectious activity during storage at this tempera-
ture is possible [1, 3, 10]. The protective media, com-
prising gelatin, sucrose, sodium glutamate, blood 
serum of vertebrates or its components either sepa-
rately or in various combinations are applied for 
freeze-drying of different viruses [1, 4, 5, 8–10, 12,
13, 18]. Since no unifi ed technologies for freeze-
drying and further long-term storage of different 
genera and strains of viruses have been developed 
yet, the custom methods are used for this purpose.

To date, the PJSC Pharmstandard-Biolik (Khar-
kiv, Ukraine) has been developing the technologies
for rabies biologics production, using the L. Pasteur 
rabies virus vaccine strain, which meet the require-
ments of the World Health Organization [11]. An
inportant task in virology is to design the effi cient 
methods for long-term storage of individual strains
using the protective media, based on the culture 
supporting medium, where the virus is accumulated.

The aim of this research was to study the survival 
the L. Pasteur rabies virus vaccine strain after freeze-
drying in various protective media, based on the 
culture supporting medium and during further sto-
rage at different temperatures.

Materials and methods
The research object was the L. Pasteur rabies 

virus vaccine strain, provided by the Pasteur Institute 
(Novi Sad, Serbia). The strain was deposited (cer-
tifi cate № 678) at the Depositary of the State Scien-
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среды и в процессе последующего хранения при 
разных температурных режимах.

Материалы и методы
Объектом исследования был вакцинный 

штамм вируса бешенства L. Pasteur, предостав-
ленный Институтом Пастера (Нови-Сад, Сербия). 
Штамм задепонирован (свидетельство № 678) в 
Депозитарии Государственного научно-контроль-
ного института биотехнологии и штаммов микро-
организмов (Киев, Украина).

Для накопления вируса использовали переви-
ваемую клеточную линию ВНК-21/C13, получен-
ную из Коллекции культур клеток позвоночных 
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, Рос-
сия). Данная культура рекомендована ВОЗ, Меж-
дународным эпизоотическим бюро и другими 
международными организациями для получения 
антирабических препаратов [6, 10, 11, 14, 15, 19]. 

Культуру клеток сутки накапливали в при-
стеночном монослое в стерильных пластиковых 
культуральных флаконах («SPL», Германия) в 
ростовой среде на основе питательной среды 
DMEM («Biowest», Франция) c 10% фетальной 
бычьей сыворотки («Sigma-Aldrich», США) в
условиях СО

2
-инкубатора («Binder», Германия) 

при 37ºС и 5% СО
2
. Культуру клеток заражали

вирусом с инфекционной активностью (5,49 ±
± 0,20) lg CCID

50
 (50% cell culture infectious dose –

50%-я инфицирующая доза для культуры кле-
ток). Контакт с вирусной суспензией длился час
в условиях СО

2
-инкубатора при 33ºС и 5% СО

2
. 

После этого в культуральные флаконы вносили 
поддерживающую среду на основе питательной 
среды DMEM с 0,5% бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) и культивировали вирус в ана-
логичных условиях [1, 10, 11, 14, 15]. Вирусную 
суспензию собирали на 4-е сутки после зара-
жения, очищали от клеточного детрита центри-
фугированием в рефрижераторной центрифуге 
(«MPW», Польша) при 4ºС (2000g, 15 мин). По-
сле отбора супернатанта в него вносили сахарозу 
(«AppliChem», Германия) и желатин («Генезис», 
Украина) в следующих концентрациях (по объе-
му): среда 1 – 5% сахарозы; среда 2 – 3% желатина 
и 5% сахарозы; среда 3 – 1% желатина и 5% саха-
розы; среда 4 – 10% сахарозы. Все среды, кроме 
указанных веществ, содержали также и 0,5% БСА. 

Суспензию вируса в описанных защитных сре-
дах разливали по 1 мл с помощью механического
дозатора («Biohit Proline Plus», Финляндия) в сте-
рильные стеклянные флаконы и сублимировали 
в лиофильной установке («VirTis», США). Затем 
ее лиофилизировали в условиях промышленного 
производства по разработанному ПАО «Фармстан-

tifi c Control Institute of Biotechnology and Strains
of Microorganisms (Kyiv, Ukraine).

The BHK-21/C13 passaged cell line, obtained 
from the Vertebrate Cell Culture Collection of the
Institute of Cytology of the Russian Academy of
Sciences (St-Petersburg, Russia) was used for virus
accumulation. This culture was recommended by
the WHO, the International Epizootic Bureau and
other international organizations for obtaining the 
rabies products [6, 7, 11, 14, 16, 19].

The cell culture was accumulated for 1 day in the
near-wall monolayer in sterile plastic culture fl asks 
(SPL, Germany) in the DMEM-based growth me-
dium (Biowest, France) with 10% fetal bovine se-
rum (Sigma-Aldrich, USA) under CO

2
 incubator 

conditions (Binder, Germany) at 37°C and 5% CO
2
. 

The cell culture was infected with the virus of an in-
fectious activity of (5.49 ± 0.20) lg CCID

50
 (50% cell

culture infectious dose). The contact with a viral sus-
pension lasted an hour in CO

2
-incubator at 33°C and 

5% CO
2
. Then, the supporting DMEM-based medium

with 0.5% bovine serum albumin (BSA) was intro-
duced into the culture fl asks and the virus was cul-
tured under similar conditions [2, 6, 7, 11, 14]. Viral 
suspension was collected to day 4 after infection, 
then purifi ed from cellular debris by centrifugation
in refrigerated centrifuge (MPW, Poland) at 4°C
(2000g, 15 min). After supernatant removing, the se-
diment was supplemented with the sucrose (Appli
Chem, Germany) and gelatin (Genesis, Ukraine) in the
following concentrations (by volume): medium 1 –
5% sucrose; medium 2 – 3% gelatin and 5% sucrose; 
medium 3 – 1% gelatin and 5% sucrose; medium 4 –
10% sucrose. All the media contained additionally  
0.5% BSA.

The viral suspension in the specifi ed protective 
media was poured into the sterile glass vials by 1 ml
using mechanical dispenser (Biohit Proline Plus, 
Finland) and sublimated in freeze-dryer (VirTis, 
USA). The virus was frozen-dried under conditions
of industrial production according to the technolo-
gical regulations, developed by the PJSC Pharms-
tandard-Biolik to dry the viral vaccines. The prepa-
rations were frozen down to –49°C, the freeze-drying 
was started at –32°C. The drying time was 16 hrs, 
the fi nal drying lasted 5 hrs, and the total freeze-
drying cycle took 67 hrs. The residual moisture of
the specimen was 2–3%.

After freeze-drying, the vials with the specimens 
were sealed with rubber stoppers and aluminum 
caps, then placed for storage at 5°C into refrigerator 
(National Lab, Germany), and at –20 and –80°C 
into freezers (National Lab, Germany). The effect of
freeze-drying and storage on the virus survival was
estimated by comparing with its initial infectious
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дарт-Биолек» технологическому регламенту для 
сушки вирусных вакцин. Препараты заморажи-
вали до –49ºС, лиофилизацию начинали при –32ºС. 
Время сушки составило 16 часов, досушивания – 5 ч
общего цикла лиофилизации – 67 ч. Остаточная 
влажность образцов соответствовала 2–3%.

После лиофилизации флаконы с образцами 
герметизировали резиновыми пробками и алю-
миниевыми колпачками, помещали для хранения 
при 5ºС в холодильную камеру («National Lab», 
Германия), при –20 и –80ºС – в морозильные ка-
меры («National Lab», Германия). Исследовали 
влияние лиофилизации и хранения на сохран-
ность вируса по сравнению с его исходной инфек-
ционной активностью до лиофилизации. Сохран-
ность лиофилизированных образцов оценивали 
перед хранением и через 6, 12, 18 и 24 месяца 
(срок наблюдения) по следующим регламентным 
технологическим показателям: внешний вид об-
разца (структура, форма края и вид поверхности 
таблетки), время растворения, инфекционная ак-
тивность вируса.

Инфекционную активность вируса опреде-
ляли in vitro путем титрации в культуре клеток
ВНК-21/C13. Для этого препараты восстанав-
ливали питательной средой DMEM сразу после 
лиофилизации, а также через 6, 12, 18 и 24 ме-
сяцев хранения при низких температурах (срок
наблюдения). Титрацию выполняли в 96-луноч-
ных культуральных планшетах («TPP», Швей-
цария) в пяти повторах с коэффициентом разве-
дения 5. Клетки культивировали 48 ч в условиях 
СО

2
-инкубатора при 37ºС и 5% СО

2
 и фиксиро-

вали охлажденным при –20ºС ацетоном. Для
определения инфекционной активности приме-
няли метод непрямой флуоресценции: клеточ-
ный монослой окрашивали специфическими
моноклональными антителами к вирусу бешен-
ства, меченными изотиоцинатом флуоресцеина 
(«Fujirebio US Inc.», США). Используя лаборатор-
ный микроскоп («Leica DM2000», Германия) 
с модулем флуоресценции и увеличением 100,
выявляли наличие или отсутствие в каждой лунке 
планшета яркого свечения зеленого цвета (рис. 1). 
При этом наличие свечения указывало на зараже-
ние клеток вирусом бешенства. 

Значение инфекционной активности образцов 
рассчитывали методом Спирмена-Кербера и вы-
ражали в десятичном логарифме 50%-й инфици-
рующей дозы для культуры клеток (lg CCID

50
):

         lg CCID
50

 = (x
0
 – d/2 + dƩr

i
/n

i
), 

где x
0
 – lg обратного наибольшего разведения, в 

котором во всех лунках отмечается положитель-

activity prior to freeze-drying. The survival of
frozen-dried specimens was assessed before storage
and 6, 12, 18 and 24 months later (observation
period) according to the following technological 
parameters: the specimen appearance (structure, edge 
shape and tablet surface appearance), dissolution 
time, virus infectious activity.

The virus infectious activity was determined in 
vitro by titration in the BHK-21/C13 cell culture.
For this purpose the preparations were recovered
with DMEM culture medium right after freeze-
drying, as well as after 6, 12, 18, and 24 months of 
storage at low temperatures (observation period). The
titrations was performed in 96-well culture pla-
tes (TPP, Switzerland) in fi ve repeats with dilution
factor 5. The cells were cultured for 48 hrs in CO

2
 

incubator at 37°C and 5% CO
2
 and fi xed with cold

acetone (–20°C). To determine an infectious acti-
vity, the method of indirect fl uorescence was used, 
i. e. the cell monolayer was stained with spe-
cifi c monoclonal antibodies to rabies virus, labeled 
with fl uorescein isothiocyanate (Fujirebio US Inc., 
USA). Using a laboratory microscope (Leica DM
2000, Germany) with fluorescence module and 
×100 magnifi cation, we revealed the presence or 
absence of a bright green luminescence in each 
well (Fig. 1). Herewith, the luminescence presence 
indicated the cell infection with rabies virus. 

The value of infectious activity of the specimens 
was calculated by the Spearman-Karber method and
expressed in decimal logarithm of 50% cell culture 
infectious dose (lg CCID

50
):

         lg CCID
50

 = (x
0
 – d/2 + dƩr

i
/n

i
),

where x
0
 is lg of reciprocal  highest dilution, where

a luminescence is observed in all the wells; d is lg of 
dilution factor; r

i
 is number of wells with observed  

luminescence in each dilution of viral suspension 
titration; n

i
 is total number of wells per each dilution 

of viral suspension titration [2, 11, 14].
The data were statistically processed with the 

Excel (Microsoft, USA) and Statistica 10 (StatSoft, 
USA) software standard packages and the analysis 
of variance (one-way, factorial using main effects 
ANOVA), i. e. the signifi cance of differences between 
the mean values was determined and the signifi can-
ce of infl uence of each factor on the variability of 
characteristic was evaluated. Differences were con-
sidered as statistically signifi cant at p < 0.05 [15].

Results and discussion
After completing the freeze-drying cycle, the 

virus specimens were visually assessed  (Fig. 2). 
The fi ndings testifi ed to the fact, that the structure, 
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ное свечение; d – lg фактора разведения; r
i
 – ко-

личество лунок с положительным свечением в
каждом разведении титрации вирусной суспен-
зии; n

i
 – общее количество лунок для каждого раз-

ведения титрации вирусной суспензии [1, 14, 15].

edge shape and the surface appearance of the freeze-
drying depended on the amount of gelatin and suc-
rose in protective media.

After freeze-drying in the media 1, 2 and 4, the 
specimens had a porous structure, uneven edges and 

Рис. 1. Монослой культуры клеток ВНК-21/С13, зараженной  вирусом бешенства штамма L. Pasteur в разных раз-
ведениях: А – 1:5; В – 1:25; С – 1:125; D – 1:625; Е – 1:3125; F – 1:15625. Окрашивание специфическими монокло-
нальными антителами к вирусу бешенства, меченными изотиоцинатом флуоресцеина. 

Fig. 1. Monolayer of BHK-21/C13 cell culture, infected with L. Pasteur rabies virus strain in various dilutions: А – 1:5; В – 
1:25; С – 1:125; D – 1:625; Е – 1:3125; F – 1:15625. Staining with specifi c monoclonal antibodies to rabies virus, labeled 
with fl uorescein isothiocinate.

A B C

D E F

Статистический анализ данных осуществляли 
с помощью стандартных пакетов компьютерных 
программ «Excel» («Microsoft», США) и «Statistica 
10» («StatSoft», США) и метода дисперсионного 
анализа (one-way, factorial и main effects ANOVA): 
определяли значимость различий между средни-
ми значениями и оценивали значимость влияния 
каждого из факторов на изменчивость признака. 
Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05 [5].

Результаты и обсуждение
После окончания цикла лиофилизации образ-

цы вируса визуально оценивали по внешнему 
виду препаратов (рис. 2). Результаты наблюдений 
свидетельствуют о том, что структура, форма края 
и вид поверхности лиофилизата зависят от ко-
личества желатина и сахарозы в защитных средах. 

После лиофилизации в средах 1, 2 и 4 образ-
цы имели пористую структуру, неровные края и 
матовую поверхность. Добавление в ходе субли-
мации среды 3 обеспечивало однородность струк-

a matte surface. The medium 3 using during subli-
mation resulted in a homogeneous structure, smooth
edges and a shiny surface of samples. The storage
specimens within 6, 12, 18 and 24 months at all
the temperature regimens had no effect on frozen-
dried sample appearance.

Statistical analysis revealed a strong effect of
protective media and storage temperature on dis-
solution time of virus preparations, herewith the 
contribution of protective medium composition was
greater. The storage time of specimens at all the 
temperatures had no signifi cant effect on dissolu-
tion time of frozen-dried virus. The Fig. 3 shows
the data after a 24-month storage of specimens at
different temperatures. The dissolution time of pre-
parations after storage at 5°C was signifi cantly lo-
wer than at –80°C in the media 1, 2 and 3, and
at –20°C in the media 1 and 2. The introduction 
of 3% gelatin (medium 2) into a protective me-
dium was established to signifi cantly increase the 
dissolution time of preparation, thereby compli-
cating its practical use. The dissolution time for the 
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туры, ровные края и блестящую поверхность пре-
паратов. Хранение образцов в течение 6, 12, 18 и 
24 месяцев при всех температурных режимах не 
влияло на внешний вид лиофилизата. 

При статистическом анализе установлено, что 
на время растворения препаратов вируса значи-
мо влияли защитные среды и температура хра-
нения, при этом больший вклад вносил состав 
защитной среды. Срок хранения препаратов при 
всех температурах значимо не влиял на время 
растворения сублимированного вируса. На рис. 3
представлены данные 24-месячного хранения об-
разцов при разных температурах. Время раст-
ворения препаратов после хранения при 5ºС
было статистически значимо меньше, чем при 
–80ºС в средах 1, 2 и 3, при –20ºС – в средах 1 и 2. 
Установлено, что добавление 3% желатина (сре-
да 2) в защитную среду значительно увеличивает 
время растворения препарата, что затрудняет его 
практическое использование. Время растворе-
ния образцов, лиофилизированных в средах 3 и 4, 
было значимо больше, чем в среде 1, но соответ-
ствовало производственному регламенту (не бо-
лее минуты). Статистически значимые различия
во времени растворения образцов со средами 3
и 4 были установлены только при температуре
хранения –80ºС.

После оценки влияния лиофилизации на по-
казатель инфекционной активности вируса нами 
получены следующие результаты. Исходная ин-
фекционная активность до лиофилизации состав-
ляла (5,38 ± 0,15) lg CCID

50
 (рис. 4). После субли-

мации во всех образцах выявлено ее значимое 
снижение по сравнению со значением до лиофи-

Рис. 2. Внешний вид образцов вируса бешенства штам-
ма L. Pasteur после лиофилизации в защитных средах: 
A – среда 1; B – среда 2; C – среда 3; D – среда 4. 

Fig. 2. The appearance of L. Pasteur rabies virus strain 
specimens after freeze-drying in protective media: A –
medium 1; B – medium 2; C – medium 3; D – medium 4.

A B C D

specimens, frozen-dryed in the media 3 and 4, was 
signifi cantly longer than in the medium 1, but still
complied with the manufacturing instructions (i. e.
no more than 1 min). Statistically signifi cant diffe-
rences in the specimens dissolution time with the 
media 3 and 4 were established only at –80°C sto-
rage temperature.

After evaluating the freeze-drying effect on the 
rate of the virus infection activity, the following 
data were obtained. The initial infectious activity 
prior to freeze-drying was (5.38 ± 0.15) lg CCID

50
 

(Fig. 4). After drying, its signifi cant decrease was 
revealed in all the specimens in comparison with 
the value before freeze-drying. The highest index of 
the virus infectious activity was established in the 
specimens, frozen-dried in the medium 3 (91%). In 
those, dried in the media 1, 2, and 4, it was 86, 81,
and 84%, respectively, of the values prior to freeze-
drying. No statistically signifi cant differences in
the indices of infectious activity of frozen-dried
virus from the specimens 1 and 4, 2 and 4 were found.

Рис. 3. Время растворения образцов вируса бешенства 
штамма L. Pasteur, лиофилизированных в разных за-
щитных средах, после 24-месячного хранения при раз-
ных температурах ; □ – среда 1; ■ – среда 2; ■ – среда 3; 
■ – среда 4; * – различия статистически значимы между 
температурами –80 и 5°С; # – различия статистически 
значимы между температурами –80 и –20°С; & – время 
растворения значимо ниже, чем в других средах; § – 
время растворения значимо выше, чем в других средах; 
^ – различия статистически значимы между средами 3 
и 4. 

Fig. 3. Dissolution time of L. Pasteur rabies virus strain 
specimens, frozen-dried in various protective media after 
24-month storage at different temperatures; □ – medium 1;
■ – medium 2; ■ – medium 3; ■ – medium 4; * – dif-
ferences are statistically signifi cant between –80 and 5ºС;
# – differences are statistically signifi cant between –80 
and –20ºС; & – dissolution time is signifi cantly lower ver-
sus other media; § – dissolution time is signifi cantly hig-
her versus other media; ^ – differences are statistically 
signifi cant between media 3 and 4.
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лизации. Наиболее высокий показатель инфек-
ционной активности вируса установлен в образ-
цах, лиофилизированных в среде 3 (91%), � об-
разцах, высушенных в средах 1, 2 и 4, – 86, 81 и 
84% соответственно по сравнению с данными до 
лиофилизации. Статистически значимые разли-
чия показателей инфекционной активности суб-
лимированного вируса из образцов 1 и 4, 2 и 4 об-
наружены не были. 

Установлено, что на инфекционную актиность 
лиофилизированного вируса, хранившегося в те-
чение 24 месяцев, в разной степени влияли тем-
пература, срок хранения и состав защитной среды 
(рис. 5). Статистический анализ данных показал, 
что через 6 месяцев степень влияния защитной 
среды выше, чем температурных условий хране-
ния, через 12 месяцев эти факторы имели одина-
ковое влияние, а через 18 и 24 месяца температура 
хранения была определяющим параметром. 

С целью установления эффективных темпера-
турных условий хранения в качестве контрольно-
го показателя использовали инфекционную ак-
тивность вируса перед хранением (рис. 5). Так, 
активность вируса после 6-месячного хранения 
препаратов при –80ºС не изменялась во всех об-
разцах, при –20ºС в средах 1–3 оставалась на том 
же уровне, а в среде 4 значимо снижалась по срав-
нению с контролем и хранением при –80ºС. 

Инфекционная активность во всех образцах 
после 12- и 6-месячного хранения была аналогич-
на. Через 18 месяцев хранения во всех препаратах 
установлено значимое снижение инфекционной 
активности вируса по сравнению с 12-месячным 
хранением, а по сравнению с контролем – кроме 
препаратов в среде 2, хранившихся при –80ºС. Че-
рез 24 месяца во всех образцах наблюдалось даль-
нейшее значимое снижение инфекционного титра 
по сравнению с их 18-месячным хранением при 
температуре 5ºС, а также в образцах со средами 
2–4 при –20ºС. В остальных образцах активность 
также снизилась, но показатели значимо не отли-
чались от таковых после 18-месячного хранения. 
На всех сроках хранения при 5ºС инфекционная 
активность вируса во всех образцах была значимо 
ниже по сравнению с контролем и препаратами, 
хранившимися при –20 и –80ºС. Минимальные 
потери активности были выявлены в образцах, 
хранившихся при  –80ºС.

На рис. 5 также представлены результаты ста-
тистического анализа степени влияния состава 
защитных сред на сохранность вируса при раз-
ных температурах хранения. Установлено, что 
при всех температурах (5, –20, –80ºС) в течение 
24 месяцев хранения максимальный защитный 
эффект оказывала среда 3. Более выраженная эф-

The infectious activity of the frozen-dried vi-
rus, stored for 24 months was established to be dif-
ferently affected by temperature and storage time, 
as well as the protective medium composition
(Fig. 5). Statistical analysis of the data showed that 
after 6 months later the infl uence of protective me-
dium was higher than that of temperature storage 
conditions, 12 months later these factors had the 
same effect, and after 18 and 24 months the storage 
temperature became the determining parameter. 

In order to establish the effi cient temperature  
storage conditions, the virus infectious activity  
prior to storage was used as a control index (see 
Fig. 5). The virus activity after 6-month storage
of preparations at –80°C remained unchanged in all 
the specimens, at –20°C in the media 1–3 it remai-
ned at the same level, but in the medium 4 it sig-
nifi cantly decreased as compared to the control and 
storage at –80°C. 

Infectious activity in all the specimens after 12-
and 6-month storages was similar. After 18-month
storage, a signifi cant decrease in infectious activity of 
the virus was found in all the specimens as compared 
to 12-month storage, but excepting those in the 
medium 2, stored at –80ºС versus the control. After 
24 months, further signifi cant decrease in infectious 
titer was observed in all the specimens, as compared 
to their 18-month storage at 5ºС, as well as in the 
specimens processed in the media 2–4 at –20ºС. 
In the remaining specimens, the activity was also 
decreased, but the indices did not signifi cantly differ 

Рис. 4. Инфекционная активность вируса бешенства 
штамма L. Pasteur после лиофилизации в разных за-
щитных средах; * – различия статистически значимы по 
сравнению с инфекционной активностью вируса до ли-
офилизации (p < 0,05; n = 5). 

Fig. 4. Infectious activity of L. Pasteur rabies virus
strain after freeze-drying in various protective media;
* – differences are statistically signifi cant as compared
with the virus infectious activity prior to freeze-drying
(p < 0.05; n = 5).
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фективность, вероятно, обусловлена наличием
двух защитных компонентов – 1% желатина и 5% 
сахарозы. Известно, что сахара способны образо-
вывать водородные связи с полярными и заряжен-
ными группами по мере удаления воды, что пре-
дотвращает повреждение биомолекул вирионов
в процессе лиофилизации [12, 17]. Белки стаби-
лизируют структурные компоненты вирусной час-
тицы, препятствуют слипанию вирионов и изме-
нению рН среды [8, 9]. Такое сочетанное действие 
защитных механизмов обуславливает преиму-
щества среды 3 перед сахаросодержащими среда-
ми 1 и 4. 

Выраженность защитного эффекта сред 2 и 3
связана с концентрацией в них желатина (3 и 1% 

from those after 18-month-long storage. At all the sto-
rage terms at 5°C, the virus infectious activity in all 
the specimens was signifi cantly lower as compared 
to the control and preparations, stored at –20 and 
–80°C. The minimum loss of activity was revealed
in the specimens, stored at –80ºС.

The Fig. 5 presents the analysis of impact of 
protective media composition on the virus  survival 
at different storage temperatures. The medium 3
was established to have the maximum protective 
effect at all the temperatures (5, –20, –80ºС) within
24 months of storage. More pronounced effi ciency 
was most likely due to the presence of two pro-
tective components, i. e. 1% gelatin and 5% suc-
rose. It is known that sugars are capable of for-

Рис. 5. Инфекционная активность вируса бешенства штамма L. Pasteur, лиофилизированного в различных средах, 
после хранения при температурах 5, –20 и –80ºС, в течение разных сроков хранения: А – 6 месяцев; В – 12 меся-
цев; С – 18 месяцев; D – 24 месяца; □ – среда 1; ■ – среда 2; ■ – среда 3; ■ – среда 4; * – различия статистически 
значимы по сравнению с активностью перед хранением; # – различия статистически значимы по сравнению с пре-
дыдущим сроком хранения; & – инфекционная активность при –80ºС значимо выше, чем при –20ºС; § – максималь-
но значимый эффект по сравнению с другими средами (p < 0,05; n = 5).

Fig. 5. Infectious activity of L. Pasteur rabies virus strain, frozen-dried in various media after storage at 5, –20 and –80ºС 
during different storage periods: A – 6 months; B – 12 months; C – 18 months; D – 24 months; □ – medium 1; ■ – medium 
2; ■ – medium 3; ■ – medium 4; * – differences are statistically signifi cant as compared with the activity prior to storage; 
# – differences are statistically signifi cant as compared with previous storage time; & – infectious activity at –80ºС is 
signifi cantly higher than at –20ºС; § – the maximum signifi cant effect versus other media (p < 0,05; n = 5).
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соответственно). Поскольку все образцы лиофи-
лизировали одновременно по одному техноло-
гическому регламенту сушки, то можно пред-
положить, что матрица из среды 2, которая фор-
мировалась при сублимации, в меньшей мере
предотвращала разрушение вирусных частиц на 
всех технологических этапах (сублимация и по-
следующее хранение). 

Различия сохранности лиофилизированного
вируса в процессе хранения при различных тем-
пературах связаны с остаточной влажностью вы-
сушенных образцов. При температурах 5 и –20ºС
наличие охлажденной и переохлажденной ок-
ружающей воды способствуют химическим и
биохимическим реакцям, которые приводят к
инактивации вируса. При –80ºС заканчивается 
кристаллизация связанной воды, и вирионы на-
ходятся в состоянии, близком к анабиозу.

Полученные результаты подтверждают необ-
ходимость подбора индивидуальных режимов 
сушки при лиофилизации вирусов в защитных 
средах с различным составом.

Выводы
1. Долгосрочное хранение лиофилизированно-

го вируса бешенства штамма L. Pasteur при тем-
пературе –80ºС значимо более эффективно, чем 
при температурах 5 и –20ºС.

2. Для лиофилизации штамма L. Pasteur целе-
сообразно использовать защитную среду следую-
щего состава: питательная среда DMEM с добав-
лением 0,5% БСА, 1% желатина, 5% сахарозы.

3. Применение разработанной защитной среды 
для лиофилизации вируса бешенства позволило 
сохранить 91% его исходной инфекционной ак-
тивности.

ming hydrogen bonds with polar and charged
groups if the water is removed, thereby preven-
ting the damage of virion molecules during freeze-
drying [9, 17]. The proteins stabilize the structural 
components of viral particle, prevent the adhesion 
of virions and changes in medium pH [3, 5]. This 
combined effect of protective mechanisms stipu-
lates the advantages of the medium 3 over the sugar-
containing media 1 and 4.

The manifestation of protective effect for the me-
dia 2 and 3 was related to gelatin concentration in
the media (3 and 1%, respectively). Since all the
specimens were frozen-dried simultaneously accor-
ding to the same technological procedure of drying,
it might be assumed that the matrix from the
medium 2, formed during drying, to a lesser extent 
prevented the virus particles destruction at the 
technological stages (drying and further storage).

The differences in survival of frozen-dried virus 
during storage at various temperatures are associated 
with residual moisture of dried specimens. At 5 and
–20°C the presence of cooled and supercooled water 
in the samples allows the chemical and biochemical 
reactions, entailing the virus inactivation. At –80°C 
the bound water is crystallized and the virions are
in a state close to anabiosis.

Our fi ndings confi rm the necessity to select the 
individual drying regimens when freeze-drying
the viruses in protective media with various compo-
sition

Conclusions 
1. The temperature of –80ºС was signifi cantly 

more effi cient for a long-term storage of frozen-dried  
the L. Pasteur rabies virus strain, than 5 and –20ºС.

2. To freeze-dry this strain, it was expedient to use 
a protective medium of the following composition: 
DMEM culture medium supplemented with 0.5% 
bovine serum albumin, 1% gelatin and 5% sucrose.

3. The use of the developed protective medium 
for the rabies virus freeze-drying enabled to preserve 
91% of its original infectious activity.
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