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(57) Спосіб ліофілізації штамів арбовірусів, що 

включає приготування вірусовмісної суспензії, її 
заморожування та сублімацію з наступним досу-
шуванням вихідного препарату, який відрізняєть-
ся тим, що для приготування вірусовмісної су-

спензії використовують розчин Хенкса і мозкові 
тканини 2-3-х денних новонароджених білих ми-
шей, інфікованих вірусом Західного Нілу, та роз-
чини альбуміну і сахарози як стабілізатор і кріоп-
ротектор, заморожування суспензії проводили 15 
хв. при температурі -80 °С з наступним висушу-
ванням 5 годин при кімнатній температурі, що до-
зволяє зберігати при температурі +4 °C вірулент-
ність арбовірусів без зниження біологічної 
активності більше 2-х років. 

 

 
Корисна модель належить до медицини, а са-

ме вірусології, і може бути використана у виробни-
цтві препаратів для лікування, профілактики і ла-
бораторної діагностики захворювань, що 
викликаються вірусом Західного Нілу (ЗН) та ін-
шими арбовірусами. 

Приготування імунобіологічних препаратів з 
використанням живих культур збудників арбовіру-
сних інфекцій та проведення наукових досліджень 
для вивчення їх біологічних властивостей зумов-
люють необхідність довготривалого їх зберігання 
без втрати інфекційної активності. 

Зберігання штамів арбовірусів при низьких те-
мпературах: в рідкому азоті при температурі -196 
°C та у низькотемпературних холодильниках при 
температурі -80 °C, є дороговартісним способом їх 
тривалої консервації і супроводжується постійною 
загрозою втрати вірулентності через зміну темпе-
ратури зберігання. Відомі режими ліофілізації віру-
сів для виробництва живих і вбитих вірусних вак-
цин та діагностичних препаратів обмежують 
термін зберігання штамів 1-1,5 роками [1, 2]. Спо-
собу ліофілізації арбовірусів для довготривалого 
зберігання не виявлено. 

З огляду на вищесказане, задача корисної мо-
делі є пошук дешевих і надійних способів довгот-
ривалого зберігання живих культур штамів арбові-
русів без суттєвого зниження їх інфекційної 
активності завдяки розробці оптимальних умов 
ліофілізації інфекційного матеріалу, а саме: підбо-

ру температурного режиму заморожування та ви-
сушування його, складу захисного середовища та 
структури вірусовмісної суспензії з врахуванням 
біологічних особливостей штаму арбовірусу [1, 2, 
3]. 

Задача вирішується шляхом приготування ві-
русовмісної суспензії, її заморожування та сублі-
мації з наступним досушуванням вихідного препа-
рату, згідно з корисною моделлю, включає для 
приготування вірусовмісної суспензії використання 
розчину Хенкса і мозкової тканини 2-3-х денних 
новонароджених білих мишей (н.б.м.), інфікованих 
вірусом Західного Нілу, розчинів альбуміну і саха-
рози як стабілізатор і кріопротектор, заморожуван-
ня суспензії впродовж 15 хв. при температурі -80 
°С з наступним висушуванням впродовж 5 годин 
при кімнатній температурі, що дозволяє зберігати 
при температурі +4 °C вірулентність арбовірусів 
без зниження біологічної активності більше 2-х 
років. 

Пропонований спосіб здійснювали наступним 
чином. Для приготування 10 % суспензії вірусу ЗН 
використовували мізки 2-3-х денних н.б.м., інфіко-
ваних штамами №№ 3266 та 5374, що депоновані 
в Колекції штамів арбовірусів ДУ «Львівський нау-
ково-дослідний інститут епідеміології та гігієни 
МОЗ України» (лабораторія трансмісивних вірус-
них інфекцій), котрі розтирали у фарфорових ступ-
ках з додаванням розчину Хенкса, а потім - 2 % 
розчину альбуміну і сахарози для рівномірного 
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зневоднення вірусовмісного матеріалу в процесі 
подальшого висушування суспензії [4, 5, 6]. 

Суспензію центрифугували при температурі +4 
°C 10 хвилин при 2000 обертів на хвилину. Надо-
садкову рідину розділяли на дві частини. Першу 
розливали по 0,3 мл у стерильні ампули для ліо-
філізації, другу залишали у побутовому холодиль-
нику для контролю впливу процесу ліофілізації на 
вірулентність вірусів. Ліофілізацію проводили на 
ліофільному сушінні фірми JOUAN, марки LVOV 
AB - 300 ІД 88872241. Ампули заморожували 
впродовж 15 хв. при температурі -80 °С, висушу-
вали 5 годин при кімнатній температурі, запаюва-
ли і зберігали у побутовому холодильнику при те-
мпературі +4 °C. 

Для визначення впливу процесу висушування 
на вірулентність вірусів 2-3-х денних н.б.м. інфіку-
вали в мозок розчиненою в дистильованій воді 
попередньо приготовленою вірусовмісною ліофілі-
зованою суспензією. Неліофілізовану суспензію, 
що зберігалась в побутовому холодильнику, вико-
ристовували як контроль. На кожну експеримента-
льну умову брали по 6-9 мишей-сисунків. Спосте-
реження за інфікованими тваринами проводили 
двічі на день впродовж 14 днів. 

Для визначення впливу терміну та температу-
рного режиму зберігання ліофілізованого вірусов-
місного матеріалу на його стабільність і інфекційну 
активність висушені запропонованим способом 
штами арбовірусів після 2-х років зберігання їх при 
температурі +4 °C розчиняли дистильованою во-
дою і далі готували на фізіологічному розчині їх 
зростаючі десятикратні розведення від 10

-1
 до 10

-

10
. Для порівняння як контроль використовували 

свіжоприготовлену 10 % суспензію мізків 2-3-х 
денних н.б.м., інфікованих досліджуваними шта-
мами вірусу ЗН №№ 3266 та 5374. 

Кожним розведенням вірусу внутрішньомозко-
во інфікували групу з 6-8 2-3-х денних н.б.м., за 
якими спостерігали впродовж 14 днів. LD50 визна-
чали методом Ріда і Менча [7]. 

Розроблений спосіб ілюструється наступними 
результатами проведених досліджень. 

При визначенні впливу вищеописаної техноло-
гії ліофілізації на вірулентність вірусу ЗН встанов-
лено, що статистично достовірних відмінностей 
між дослідними та контрольними групами інфіко-
ваних тварин не виявлено. 

Так, при інфікуванні н.б.м. штамом № 3266 ос-
новні ознаки захворювання з чіткою клінікою екс-
периментального енцефаліту спостерігались у всіх 
дослідних та контрольних тварин, причому у дос-
лідній групі вони реєструвались на 4-5 дні, а у кон-
трольній - на 4-8 дні, і завершилось інфікування 
100 % летальністю. 

У випадку інфікування н.б.м. штамом № 5374 
спостерігалась аналогічна картина з тією лише 
різницею, що чітка клініка захворювання спостері-

галась в дослідній групі на 3-4 дні, а в контролі - на 
4-7 дні. 

Як показали дані дослідження, апробований 
спосіб ліофілізації не лише не знижував вірулент-
ність вказаних штамів арбовірусу, а навіть на 1-3 
дні прискорював розвиток арбовірусної інфекції у 
піддослідних мишей. 

Досліджуючи вплив терміну та температурного 
режиму зберігання на стабільність і інфекційну 
активність ліофілізованого вірусовмісного матері-
алу встановлено, що після 2-х років зберігання при 
температурі +4° С ліофілізованого штаму № 3266 
інфекційний титр його складав 5,5 lg LD50, а свіжо-
приготовленого аналогічного взірця 5,7 lg LD50. 
Щодо штаму № 5374 дані показники були такими: 
інфекційний титр ліофілізованого взірця складав 
7,4 lg LD50, в той час як свіжоприготовленого - 7,1 
lg LD50. Наведені результати вказують на чітко 
виражену стабільність ліофілізованих штамів віру-
су ЗН впродовж 2 років їх зберігання. 

Таким чином, запропонований спосіб ліофілі-
зації штамів арбовірусів не знижує їх інфекційної 
активності і забезпечує виражену біологічну стабі-
льність впродовж тривалого терміну зберігання в 
звичайних умовах при температурі +4 °С. Викорис-
тання даного способу матиме важливе практичне 
значення для консервування живих культур арбо-
вірусів завдяки низькій вартості і високій надійності 
довготривалого зберігання, оскільки не потребує 
для цих цілей використання в сьогоднішніх умовах 
дорогих матеріалів (рідкого азоту) та низькотемпе-
ратурних холодильників. 
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