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(57) Штам кліщового енцефаліту №2809, ізольова-
ний від кліщів Ixodes ricinus, зібраних в активному
природному вогнищі цього вірусу в селі Мирча
Велико-Березнівського району Закарпатської об-
ласті в 1979 році, депонований в Колекції штамів
арбовірусів Львівського НДІ епідеміології та гігієни
МОЗ України за №67.

Корисна модель відноситься до медичної віру-
сології, а саме до лабораторної діагностики і про-
філактики захворювань, що викликаються вірусом
кліщового енцефаліту.

На сьогодні відомі кілька штамів вірусу кліщо-
вого енцефаліту, які використовуються для виго-
товлення діагностичних та лікувально-
профілактичних препаратів, серед яких найбільш
широко вживаними для цих цілей в країнах колиш-
нього Радянського Союзу є штами "Соф'їн", "Аб-
сеттаров", "Пан" та інші [1].

В Україні в природних вогнищах кліщового ен-
цефаліту циркулюють відмінні від вищезгаданих
штамів збудники цієї інфекції, що спричиняють
спорадичні та масові спалахи захворювання серед
населення, серед яких відомим є штам №2288 [2,
3, 4]. Однак, промислове виготовлення специфіч-
них імунобіологічних препаратів із місцевих штамів
до цього часу не налагоджено. Недоліком згада-
них "сибірських" штамів арбовірусів є нижча їх аві-
дність та специфічність у порівнянні із місцевими
штамами, що негативно відображується на анти-
генній активності та профілактичній ефективності
виготовлених із них препаратів при застосуванні їх
в Україні.

Завданням винаходу є новий оригінальний
штам вірусу кліщового енцефаліту, що є етіологіч-
ним чинником захворювань людей в Україні і поте-
нційним кандидатом для виготовлення імунобіоло-
гічних препаратів для діагностики, лікування та
профілактики даної інфекції.

Вирішити це завдання можливо шляхом вико-
ристання штаму №2809 вірусу кліщового енцефа-
літу, ізольованого у Львівському НДІ епідеміології
та гігієни від кліщів Ixodes ricinus, зібраних в актив-
ному природному вогнищі цього вірусу в селі Мир-
ча Велико-Березнівського району Закарпатської
області в 1979 році [2]. Даний штам депонований
за №67 в Колекції штамів арбовірусів Львівського
НДІ епідеміології та гігієни МОЗ України (лабора-
торія трансмісивних вірусних інфекцій), яка згідно
Постанови Кабінету Міністрів України №1709 від
19.12.2001р. віднесена до наукових об'єктів, що
становлять національне надбання держави.

Штам №2809 відноситься до родини
Flaviviridae, роду Flavivirus, західного підтипу ком-
плексу кліщового енцефаліту і характеризується
наступними ознаками. Він високопатогенний для
лінійних і безпородних дорослих та новонародже-
них білих мишей, проявляючи 100% сприйнятли-
вість для організму цих тварин. При зараженні їх
викликає типову картину експериментального ен-
цефаліту з інкубаційним періодом при внутріш-
ньомозковому шляху зараження 3-5 днів (макси-
мальний титр 12,0 lg LD50/0,02мл), при підшкірному
шляху зараження - 4-7 днів, (максимальний титр
8,0 lg LD50/0,05мл). Індекс інвазивності - 1,0-3,4.

Порівнюючи ці дані із аналогічними показни-
ками штамів Соф'їн, Пан та №2288, наведеними в
таблиці 1, можна зробити висновок, що штам
№2809 відноситься до високовірулентних штамів
даної групи вірусів, володіючи певними відміннос-
тями щодо патогенності для лабораторних мишей.
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Таблиця 1

Характеристика штамів вірусу кліщового енцефаліту за ступенем
вірулентності для білих безпородних мишей

Нейровірулентність у lg LD50/0,02мл
сисунки 3-тижневі доросліШтами

в/м в/м п/ш І.і. в/м п/ш І.і.
2809 12,0 9,0 8,0 1,0 7,7 4,3 3,4
Соф'їн 13,3 - - - 8,5 7,5 1,0
Пан 11,2 - - - 8,0 7,1 0,9
2288 10,2 9,5 8,7 0,8 7,7 5,5 2,2

Примітки:
1. в/м - внутрішньомозкове інфікування.
2. п/ш - підшкірне інфікування.
3.1.і. - індекс інвазивності

Штам №2809 добре розмножується в переще-
плюваній культурі клітин СНЕВ, викликаючи чітку
деструкцію клітин на 3-4  добу.  Пік накопичення
інфекційної і гемаглютинуючої активності спостері-
гається на 4 добу. Титр по тканинній цитопатоген-
ній дозі (ТЦД) корелює із показником інтрацереб-
ральної активності і становить максимально 10,25
lg ТЦД50 в 0,1мл,  що є вищою репродуктивною
активністю в перещеплюваних клітинах лінії СНЕВ
порівняно з аналогічним штамом №2288, для якого
цей показник становив 9,2 lg LD50/0,1мл.

Гемаглютинуюча активність пропонованого
штаму при репродукції в мозку мишей становить
1:320-1:1280 в зонах рН 6,3-6,7.

В реакції біологічної нейтралізації штам
№2809 нейтралізується гомологічною сироваткою і
сироватками до інших штамів вірусу кліщового
енцефаліту. Індекс нейтралізації із гомологічною
сироваткою - 4,0 lg. Із сироваткою до штаму Соф'їн
він складає 2,2 lg, до штамів Абсеттаров, Пан, -
2,5-2,8 lg, до штаму №2288 - 3,3 lg.

Антигенні властивості штаму №2809 вивчені і
в реакціях зв'язування комплементу (РЗК), галь-
мування гемаглютинації (РГГА) та непрямої іму-
нофлюоресценції (РНІФ). Встановлено, що штам
№ 2809 володіє значно вищою антигенною актив-
ністю порівняно із штамами Соф'їн та Абсеттаров і
щонайменше в 2 рази перевищує за титрами ко-
мерційний антиген кліщового енцефаліту вироб-

ництва Томского НПО "Віріон" (С. 81, К. 1751). Так,
в перехресній РЗК при дослідженні гіперімунних
сироваток та імунних асцитичних рідин безпород-
них білих мишей до вказаних серотипів вірусу клі-
щового енцефаліту з’ясовано, що антиген штаму
№2809 дає титри антитіл з гомологічною імунною
сироваткою 1:640, з імунними сироватками ета-
лонних штамів Абсетаров і Пан, відповідно, - 1:80 і
1:40, місцевого штаму №2288 - 1:160. Ці результа-
ти свідчать про високу антигенну активність та
чітку відмінність антигенної структури штаму
№2809 вірусу кліщового енцефаліту від "східного" і
"західного" його різновидностей, та в деякій мірі і
від його згаданого прототипу, циркулюючого в
Україні.

Виражені відмінності штаму №2809 від штаму
Соф"їн та №2288 виявлені і при вивченні їх фізи-
ко-хімічних властивостей. Як видно із даних таб-
лиці 2 індекси інактивації (різниця між контрольним
титром і титром після обробки) пропонованого
штаму ефіром (4,8), дезоксихолатом натрію (ДХ-
Na) (3,7), ацетоном (4,10), підвищеною до +50°С
температурою (3,6) виразно відрізнялися від ана-
логічних показників прототипних штамів і вказують
при цьому на більшу чутливість першого варіанту
до дії фізико-хімічних факторів,  що є позитивним
моментом для виготовлення на його основі імуно-
біологічних препаратів.

Таблиця 2

Результати вивчення фізико-хімічних властивостей штамів
вірусів кліщового енцефаліту в культурі клітин СНЕВ

Штами Контрольний
титр*

Після обробки
ефіром**

Після обробки ДХ-
Na**

Після обробки
ацетоном**

Після термо-
інактивації**

2809 10,2 5,4/4,8 6,5/3,7 6,1/4,1 6,6/3,6
Соф'їн 8,7 5,2/3,5 5,2/3,5 5,0/3,7 6,1/2,6
2288 9,2 6,4/2,8 7,2/2,0 6,2/3,0 7,4/1,8

Примітки:
1. * - в lg ТЦД50 в 0,1мл.
2. ** - в чисельнику титр після обробки, в знаменнику індекс інактивації.
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Порівняльне вивчення імунобіологічних влас-
тивостей штамів вірусу кліщового енцефаліту про-
водили шляхом визначення здатності їх стимулю-
вати у мишей утворення ендогенного інтерферону
(ІФН) та антитіл (AT) до Т-залежного антигену ери-
троцитів барана. Встановлено (таблиця 3), що
штам №2809 володіє високою інтерфероніндукую-
чою активністю, хоча і дещо нижчою порівняно із
штамом №2288. Динаміка інтерфероноутворення,
індукованого запропонованим штамом характери-
зується трьома вираженими піками накопичення

ІФН в крові: 320-640, 160-320 та 160од/мл відпові-
дно через 24, 72-120 годин і 10-12 днів після зара-
ження дозою 10 ЛД50/0,2мл.

Інфікування тварин нижчою у 50 разів дозою
штаму №2809 (0,2 ЛД50/0,2мл) викликає у перші
дні інтерфероногенезу адекватно і невисокі конце-
нтрації сироваткового ІФН (40-80од/мл), проте в
подальшому на 2-му піку його активності вони до-
сягають високих величин (160од/мл), рівнознач-
них, як і при введенні високої дози (10 ЛД50/0,2мл).

Таблиця 3

Інтерфероніндукуюча активність штамів №№2809 та 2288 вірусу кліщового енцефаліту

Титри ІФН (в од/мл) в крові мишей через:Штами Доза в ЛД50 5 год. 24 год. 48 год. 72 год. 120 год.
10 20 320-640 10 160-320 160№2809 0,2 <10 20-40 40-80 10-20 40-80
10 10-20 1280 160 80 40-80№2288 0,2 <10 320-640 160 80-160 80

Титри ІФН (в од/мл) в крові мишей через:Штами Доза в ЛД50 7 днів 10 днів 12 днів 15 днів 20 днів
10 10 80-160 160 <10 н.д.№2809
0,2 40 160 160 <10 <10
10 40 320* н.д. 10-20 <10№2288 0,2 40 320-640* н.д. <10 <10

Примітка:* - титри інтерферону визначали на 11 день після інфікування

На відміну від штаму №2809 накопичення ІФН
у відповідь на введення прототипного штаму
№2288 відбувається у 2 етапи з піками на 24-72
години та 11 днів з відповідними рівнями ІФН 1280
і 320од/мл, причому інфікування мишей у 50 разів
меншою дозою не призводить до значного посла-
блення індукції ІФН.

Певна відмінність між цими штамами спостері-
гається і щодо їх впливу на Т-залежну імунну від-
повідь. Так, згідно даних таблиці 4, штам №2809
при використаних схемах введення дози 2
ЛД50/0,2мл в незначній мірі (в 2 рази) стимулює
ранню стадію антитілогенезу (7 доба спостере-
ження),  тоді як на пізній її стадії (14  доба спосте-
реження) реєструється виразне послаблення (в 3-
6 разів) даного процесу. В аналогічних умовах до-
сліду штам №2288 суттєво не впливав на Т-
залежний гуморальний імунітет у мишей: макси-
мальне відхилення титрів AT  від контрольних по-
казників не перевищувало 2 разів.

Накопичення біомаси штаму №2809 вірусу
кліщового енцефаліту здійснюється класичним
способом шляхом пасажування вірусвмісного ма-
теріалу в живих чутливих системах, в тому числі в
організмі лабораторних мишей, що можна проілю-
струвати наступним прикладом.

Безпородних білих мишей вагою 6-8 грамів за-
ражають у мозок по 0,03мл вірусною суспензією

штаму №2809. При появі виражених паралічів на
4-5 добу мишей забивають за правилами евтана-
зії, добувають асептично мозок і готують 10% заві-
сину мозкової тканини шляхом розтирання мозку у
фарфоровій ступці із додаванням фізіологічного
розчину. Отриману завісину мозкової тканини
центрифугують при 1000-1500об/хв протягом 10хв.
Рідину, що утворилась над осадом, використову-
ють для зараження наступної партії мишей, інфі-
кований мозок котрих використовується для приго-
тування діагностикуму, вакцини чи інших цілей.

Таким чином, штам №2809 вірусу кліщового
енцефаліту, спричиняючи захворювання людей в
Україні, проявляючи суттєві відмінності по ряду
антигенних, фізико-хімічних та імунобіологічних
показників від існуючих "промислово-комерційних"
прототипів та інших циркулюючих в Україні його
різновидностей, володіючи при цьому високою
специфічністю, антигенною, імуногенною та ре-
продуктивною активністю, відповідає регламенто-
ваним параметрам відбору штамів-кандидатів для
виробництва імунобіологічних препаратів.

Використання цього штаму для виготовлення
специфічного діагностикуму, імуноглобуліну та
культуральної вакцини дозволить суттєво підви-
щити відповідно достовірність діагностики та ефе-
ктивність лікування і профілактики захворювань
кліщовим енцефалітом в Україні.
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Таблиця 4

Вплив штамів вірусу КЕ №2809 і 2288 на продукцію сироваткових AT
до еритроцитів барана у мишей лінії СВА

Титри AT в обернених величинах після імунізації ЕБ
на 7 добу на 14 добуШтами

Час введення
ЕБ по відношен-
ню до інфікуван-

ня * Вірус + ЕБ ЕБ Вірус + ЕБ ЕБ

- 48 80-160 160 640-1280 1280
+ 2 320 + 160 640-1280 -- 2560
+ 48 160-320 160-320 320-640 --- 25602809

+ 120 320-640 + 160-320 1280 1280

- 24 320 320 320-640 - 640-1280
+ 2 160-320 320 640 - 1280
+ 48 640 + 320 320-640 - 640-12802288

+ 120 640 640 640 1280

Примітка:
* - час введення ЕБ до (-) і після (+) інфікування поданий в годинах;
+ - збільшення титрів AT у співвідношенні до контрою (ЕБ) на 1 порядок розведення (у 2 рази);
- - зменшення титрів AT у співвідношенні до контрою (ЕБ) на 1 порядок розведення (у 2 рази);
-- - зменшення титрів AT у співвідношенні до контрою (ЕБ) на 2-4 порядки розведення (у 3 рази);
--- - зменшення титрів AT у співвідношенні до контрою (ЕБ) на 4-8 порядків розведення (у 6 разів).

Джерела інформації:
1. Львов Д.К., Клименко С.М., Гайдамович С.Я.

//  Арбовирусы и арбовирусные инфекции.  -  М.:
Медицина, - 1989. - 335с.

2. Виноград И.А. Арбовирусы в Украинской
ССР и их медико-биологическое значение: Дис. ...
д-ра мед. наук. - Львов, 1983. - 505с.

3. Лозинський І.М., Виноград І.А. Арбовіруси та
арбовірусні інфекції у лісостеповій зоні України //
Мікробіол. журнал. - 1998. - т.60, №2. - С.49-60.

4. Пат. 63096 А України, МПК С 12 N 7/00.
Штам вірусу кліщового енцефаліту Flavivirus
encephalitidem ixodicum № 2288 для виготовлення
специфічних імунобіологічних препаратів / І.М.
Лозинський, Г.В. Білецька, М.М. Козловський, Є.Г.
Рогочий // - Опуб. 15.01.2004. Бюл. №1.

Комп’ютерна верстка А. Рябко Підписне Тираж 28 прим.

Міністерство освіти і науки України

Державний департамент інтелектуальної власності, вул. Урицького, 45, м. Київ, МСП, 03680, Україна

ДП “Український інститут промислової власності”, вул. Глазунова, 1, м. Київ – 42, 01601


