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Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ìíîãîëåòíåãî èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé è ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììà ¹ 205 âè-

ðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà, èñïîëüçóåìîãî â ÔÃÓÏ «ÍÏÎ «Ìèêðîãåí» äëÿ ïðîèçâîäñòâà êóëüòóðàëüíûõ èíàêòèâè-

ðîâàííûõ î÷èùåííûõ ñîðáèðîâàííûõ âàêöèí êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà: ÝíöåÂèð (äëÿ âàêöèíàöèè âçðîñëûõ) è Ýíöå-

Âèð Íåî äåòñêèé (äëÿ âàêöèíàöèè äåòåé). Áèîëîãè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü øòàììà ¹ 205 èçó÷àëè íà ýòàïàõ ïîëó÷åíèÿ

ïîñåâíûõ ñåðèé âèðóñà ïðè ïàññàæàõ íà àóòáðåäíûõ áåëûõ ìûøàõ: èñõîäíûé ïðîèçâîäñòâåííûé øòàìì ¹ 205, ïðî-

èçâîäñòâåííûé «øòàììîâûé çàïàñ». Ëèîôèëèçàòû ïðîèçâîäñòâåííûõ ïîñåâíûõ ñåðèé èçó÷àëè íà ðàçëè÷íûõ ñðî-

êàõ õðàíåíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå ìèíóñ 20 °Ñ (äî 9 ëåò è áîëåå). Îïðåäåëÿëè ïîêàçàòåëè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè

(òèòðû âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà (ÊÝ) â lg LD50/ìë) ïðè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáàõ çàðàæåíèÿ àóòáðåäíûõ áåëûõ ìû-

øåé, à òàêæå îïðåäåëÿëè ïîäëèííîñòü (ñïåöèôè÷íîñòü) øòàììà ¹ 205 ïî îòíîøåíèþ ê ýòàëîííîìó â ðåàêöèè áèî-

ëîãè÷åñêîé íåéòðàëèçàöèè (ÐÁÍ) â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè ôàðìàêîïåéíîé ñòàòüè ïðåäïðèÿòèÿ (ÔÑÏ) íà âû-

øåóêàçàííûå âàêöèíû ÊÝ. Ýòè æå ìàòåðèàëû, à òàêæå îäíó èç ñåðèé âàêöèíû ÊÝ, ïîëó÷åííîé íà îñíîâå ïðîèçâîäñò-

âåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» âèðóñà ÊÝ øòàììà ¹ 205 (ëèîôèëèçàò 1986 ã.), èçó÷àëè íà ñîõðàííîñòü ãåíåòè÷åñêîé

ñòàáèëüíîñòè â ïðîöåññå ïàññèðîâàíèÿ è äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) è ñå-

êâåíèðîâàíèÿ. Âïåðâûå ïîêàçàíà áèîëîãè÷åñêàÿ è ãåíåòè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü âèðóñà ÊÝ, øòàìì ¹ 205, â ïðîöåññå

ïðîèçâîäñòâà âàêöèí ÊÝ.
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Ùåðáèíèíà ÌÑ, Ñàðêèñÿí ÊÀ, Øåâöîâ ÂÀ, Ðóêàâèøíèêîâ ÀÂ, Áîíäàðåâ ÂÏ. Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé è ãåíåòè÷åñêîé
ñòàáèëüíîñòè øòàììà ¹ 205 âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà, ïðèìåíÿåìîãî äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèí êëåùåâî-
ãî ýíöåôàëèòà ÝíöåÂèð, ÝíöåÂèð Íåî äåòñêèé. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017;
17(2): 95–102.

Èñòîðèÿ èçó÷åíèÿ êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà (ÊÝ) íàñ÷èòûâà-

åò áîëåå 80 ëåò, îäíàêî äàííîå çàáîëåâàíèå îñòàåòñÿ ïðî-

áëåìîé çäðàâîîõðàíåíèÿ ñòðàí Öåíòðàëüíîé è Âîñòî÷íîé

Åâðîïû, Ðîññèè, à òàê æå Êèòàÿ, Ìîíãîëèè è ßïîíèè [1, 2].

Ðàñïðîñòðàíåíèå âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà íà äâóõ

êîíòèíåíòàõ îïðåäåëÿåò åãî ãåíåòè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-

÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïîäòâåðæäåíà öèðêóëÿöèÿ â ïðè-

ðîäíûõ î÷àãàõ ÊÝ 3 ñóáòèïîâ (ãåíîòèïîâ) âèðóñà ÊÝ — åâ-

ðîïåéñêîãî, äàëüíåâîñòî÷íîãî è ñèáèðñêîãî (óðàëî-

ñèáèðñêîãî) [3–5].

Ìíîãîëåòíèé îïûò îðãàíèçàöèè ìåðîïðèÿòèé äëÿ çà-
ùèòû íàñåëåíèÿ â ïðèðîäíûõ î÷àãàõ ÊÝ ïîêàçàë, ÷òî ìàñ-
ñîâàÿ ïëàíîâàÿ âàêöèíîïðîôèëàêòèêà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå
àêòèâíîé ìåðîé â ñíèæåíèè çàáîëåâàåìîñòè êëåùåâûì
ýíöåôàëèòîì [6, 7].

Âàêöèíû äëÿ ïðîôèëàêòèêè ÊÝ ïðîèçâîäÿòñÿ 5 ïðåä-
ïðèÿòèÿìè, äâà èç êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ â Ðîññèè (ÔÃÓÏ
«ÍÏÎ «Ìèêðîãåí» è ÔÃÓÏ «Ïðåäïðèÿòèå ïî ïðîèçâîäñòâó
áàêòåðèéíûõ è âèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ Èíñòèòóòà ïîëèîìèå-
ëèòà è âèðóñíûõ ýíöåôàëèòîâ èì. Ì. Ï. ×óìàêîâà»),
«Baxter ÀG âàêöèíû» â Àâñòðèè, «Novartis-âàêöèíû» â Ãåð-
ìàíèè, ôèðìà «CIBP» â ÊÍÐ [3]. Âñå óêàçàííûå ïðîèçâîäè-
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òåëè èñïîëüçóþò â ïðîèçâîäñòâå âàêöèí ðàçíûå ïðîèç-
âîäñòâåííûå øòàììû âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà.

Äëÿ ïðîèçâîäñòâà âàêöèí ÊÝ (ÝíöåÂèð, ÝíöåÂèð Íåî
äåòñêèé) â ÔÃÓÏ «ÍÏÎ «Ìèêðîãåí» ïðèìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå
ìíîãèõ ëåò øòàìì âèðóñà ÊÝ ¹ 205 (äàëüíåâîñòî÷íûé
ïîäòèï (ãåíîòèï) âèðóñà ÊÝ, â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà íàêîïëå-
íèÿ âèðóñà — ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçèðîâàííàÿ âçâåøåííàÿ
ðîëëåðíàÿ êóëüòóðà êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ ýìáðèîíîâ êó-
ðèöû (ÔÝÊ)).

Øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ áûë âûäåëåí â 1973 ã. èç êëå-
ùåé Ixodes persulcatus â çîíå õâîéíî-øèðîêîëèñòâåííûõ
ëåñîâ Îáëó÷åíñêîãî ðàéîíà Õàáàðîâñêîãî êðàÿ. Â 1975 ã.
øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ áûë ïåðåäàí â Ãîñóäàðñòâåííûé
èíñòèòóò ñòàíäàðòèçàöèè è êîíòðîëÿ ìåäèöèíñêèõ áèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à (ÃÈÑÊ
èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à), ãäå áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ
âèðóñíîãî ìàòåðèàëà íà ñîîòâåòñòâèå áèîëîãè÷åñêèì è
àíòèãåííûì òðåáîâàíèÿì, ïðåäúÿâëÿåìûì ê ïðîèçâîäñò-
âåííûì øòàììàì âèðóñà ÊÝ [1, 8, 9]. Ïîñëå àòòåñòàöèè
ëèîôèëüíî âûñóøåííûé øòàìì ¹ 205 áûë äåïîíèðîâàí â
Ãîñóäàðñòâåííóþ êîëëåêöèþ âèðóñîâ Èíñòèòóòà âèðóñîëî-
ãèè èì. Ä. È. Èâàíîâñêîãî ÀÌÍ ÑÑÑÐ (íîìåð äåïîíåíòà
ÃÊÂ-553).

Â 1978 ã. øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ áûë ïåðåäàí äëÿ
ïðîèçâîäñòâà âàêöèíû ÊÝ â ÔÃÓÏ «ÍÏÎ «Ìèêðîãåí», ôè-
ëèàë ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê [1, 8]. Íà ïðåäïðèÿòèè «Âè-
ðèîí» ïîëó÷åííûé ëèîôèëèçàò âèðóñà ÊÝ áûë îáîçíà÷åí
êàê «ýòàëîííûé øòàììîâûé çàïàñ», ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà
âåäåíèÿ ïîñåâíûõ ñåðèé øòàììà íà ýòàïàõ òåõíîëîãèè
ïðîèçâîäñòâà âàêöèíû. Èíôîðìàöèÿ îá èñïîëüçóåìîé ïðè
ïðîèçâîäñòâå âàêöèí ÊÝ ñèñòåìû ïîëó÷åíèÿ ïîñåâíûõ ñå-
ðèé (ïðè ïàññèðîâàíèè øòàììà ¹ 205 íà àóòáðåäíûõ áå-
ëûõ ìûøàõ (ìàññà òåëà 7–9 ã)) ïðåäñòàâëåíà â òàáëèöå 1.
Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå 1 äàííûõ, ïðè

ïðîèçâîäñòâå âàêöèíû êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà øòàìì
¹ 205 ïðîõîäèò îò 4 äî 6 ïàññàæåé ÷åðåç ìîçã àóòáðåäíûõ
áåëûõ ìûøåé è îäèí ïàññàæ íà êóëüòóðå êëåòîê ÔÝÊ. Ïàñ-
ñèðîâàíèå øòàììà ÷åðåç ìîçã ìûøè è ïîñëåäóþùèé ïàñ-
ñàæ íà êëåòêàõ ÔÝÊ ìîæåò ïðèâåñòè ê âîçìîæíûì èçìåíå-
íèÿì â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âèðèîíà, ÷òî â
ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ñâîéñòâ âèðóñà. Êîíòðîëü ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè
ïðîèçâîäñòâåííûõ øòàììîâ âèðóñîâ ðåêîìåíäîâàí ICH
Guidance, Q5D: Derivation and Characterisation of Cell
Substrates Used for Production of Biotechnological/Bio-
logical Products (Ãàðìîíèçèðîâàííîå òðåõñòîðîííåå ðóêî-
âîäñòâî ICH (Êà÷åñòâî áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ñðåäñòâ:
Èñïûòàíèå ñòàáèëüíîñòè áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ/áèîëîãè÷å-
ñêèõ ñðåäñòâ)) [10, 11]. Îäíàêî â îòíîøåíèè ïðîèçâîäñò-
âåííîãî øòàììà ¹ 205 èññëåäîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêîé ñòà-
áèëüíîñòè íå ïðîâîäèëèñü. Êîíòðîëü ïîñåâíûõ ñåðèé
ïðîèçâîäñòâåííîãî øòàììà ¹ 205 íà ñîîòâåòñòâèå ðåãëà-
ìåíòèðîâàííûì áèîëîãè÷åñêèì ïîêàçàòåëÿì ïðîâîäèëñÿ
â ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à äî 2006 ã.

Öåëü ðàáîòû — àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ìíîãîëåòíåãî
èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ ïðîèçâîä-
ñòâåííîãî øòàììà âèðóñà ÊÝ ¹ 205 â ñðàâíåíèè ñ äàííû-
ìè èçó÷åíèÿ ñîâðåìåííûìè ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé ãå-
íåòèêè îáðàçöîâ ïðîèçâîäñòâåííîãî øòàììà ¹ 205 è, âû-
áîðî÷íî, îäíîé èç ñåðèé âàêöèíû ÊÝ ÝíöåÂèð.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Îïðåäåëåíèå ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììà ïðîâî-
äèëè íà îáðàçöàõ âèðóñà, ïîëó÷åííûõ íà ýòàïàõ ïðîèçâîä-
ñòâà âàêöèíû íà îñíîâå ðàçíûõ ïðîèçâîäñòâåííûõ «øòàì-
ìîâûõ çàïàñîâ» âèðóñà, à òàêæå íà îáðàçöàõ ãîòîâîé ñå-
ðèè ¹ Ò018 âàêöèíû ÊÝ ÝíöåÂèð (òàáë. 1).
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Ì. Ñ. Âîðîáüåâà, Ã. Ì. Èãíàòüåâ, Í. À. Íåòåñîâà è äð.

Òàáëèöà 1. Ñèñòåìà ïîñåâíûõ ñåðèé ïðîèçâîäñòâåííîãî øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ, ïðèìåíÿåìàÿ äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ñåðèé êóëüòóðàëüíûõ
èíàêòèâèðîâàííûõ êîíöåíòðèðîâàííûõ î÷èùåííûõ âàêöèí ÊÝ íà ïðåäïðèÿòèè ÔÃÓÏ «ÍÏÎ «Ìèêðîãåí», ôèëèàë ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê

Ýòàëîííûé

«øòàììîâûé çàïàñ»,

1978 ã.

(ëèîôèëèçàò 1978 ã.).

Ïîëó÷åí èç ÃÈÑÊ

èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à

Ïðîèçâîäñòâåííûé

«øòàììîâûé çàïàñ»

(ëèîôèëèçàò). II ïàññàæ:

äàòû èçãîòîâëåíèÿ:

1. 1986 ã. (èç ëèîôèëèçàòà

1978 ã.),

2. 2003 ã. (èç ëèîôèëèçàòà

1986 ã.)

Ìàòî÷íûé

«øòàììîâûé çàïàñ»

Ðàáî÷èé

«øòàììîâûé çàïàñ»

Ñóñïåíçèÿ ïîñåâíîãî

âèðóñà

Êóëüòóðàëüíàÿ âèðóñ-

ñîäåðæàùàÿ æèäêîñòü

äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñåðèè

âàêöèíû ÊÝ ¹ Ò018

Êîëè÷åñòâî ïàññà-

æåé ïðîèçâîäñò-

âåííîé ñóñïåíçèè

ìîçãà ìûøåé, èí-

ôèöèðîâàííûõ âè-

ðóñîì ÊÝ øòàìì

¹ 205 (îò ýòàëîí-

íîãî «øòàììîâîãî

çàïàñà»)

1–2 ïàññàæà ÷åðåç

ìîçã áåëîé àóòáðåäíîé

ìûøè ìàññîé 7–8 ã

1–2 ïàññàæà ïðîèç-

âîäñòâåííîãî «øòàì-

ìîâîãî çàïàñà» ÷å-

ðåç ìîçã áåëîé àóò-

áðåäíîé ìûøè ìàñ-

ñîé 7–8 ã

1 ïàññàæ ìàòî÷íîãî

«øòàììîâîãî çàïà-

ñà» ÷åðåç ìîçã áåëîé

àóòáðåäíîé ìûøè

ìàññîé 7–8 ã

1 ïàññàæ ðàáî÷åãî

øòàììîâîãî çàïàñà

÷åðåç ìîçã áåëîé

àóòáðåäíîé ìûøè

ìàññîé 7–8 ã

Çàðàæåíèå ÔÝÊ

10 % ìûøèíîé ìîç-

ãîâîé ñóñïåíçè-åé

ïîñåâíîãî âèðóñà

øòàììà ¹ 205

Òåìïåðàòóðà è ñðîê

õðàíåíèÿ

Ëèîôèëèçàò

1) 1978 ã., ìèíóñ 70
î
Ñ

â òå÷åíèå 8 ëåò;

Ëèîôèëèçàò

2) 1986 ã., ìèíóñ 70
î
Ñ

âòå÷åíèå17 ëåòè25 ëåò;

Ëèîôèëèçàò

3) 2003 ã. (ïîëó÷åí èç

ëèîôèëèçàòà 1986 ã.),

ìèíóñ 70 °Ñ â òå÷åíèå

12 ëåò è áîëåå

ìèíóñ 70 °Ñ

íå áîëåå 3 ìåñÿöåâ

ìèíóñ 20 °Ñ

íå áîëåå 14 ñóò

ìèíóñ 20 °Ñ

íå áîëåå 14 ñóò

Ìîçãîâàÿ ñóñïåí-

çèÿ ïîñåâíîãî âè-

ðóñà íå õðàíèòñÿ

ïîñëå êîíòðîëÿ èí-

ôåêöèîííîé àêòèâ-

íîñòè, èñïîëüçóåò-

ñÿ ñðàçó äëÿ çàðà-

æåíèÿ ÔÝÊ



I. Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Ïðè èçó-
÷åíèè áèîëîãè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè ïðîèçâîäñòâåííîãî
øòàììà ¹ 205 ïðîâîäèëè ðåòðîñïåêòèâíûé àíàëèç ðå-
çóëüòàòîâ èçó÷åíèÿ íà ïðîèçâîäñòâå è â ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òà-
ðàñåâè÷à ïàññàæåé ïîñåâíûõ ñåðèé øòàììà ¹ 205 âèðóñà
ÊÝ ÷åðåç ìîçã àóòáðåäíûõ áåëûõ ìûøåé, ìàññà òåëà 7–8 ã,
ïî ïîêàçàòåëÿì íåéðîâèðóëåíòíîñòè øòàììà ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà òèòðîâàíèÿ âèðóñà ïðè ðàçíûõ ìåòî-
äàõ ââåäåíèÿ ìûøàì — â ìîçã (â/ì), ïîäêîæíî (ï/ê) è
âíóòðèáðþøèííî (â/á). Èñïîëüçîâàëè: èñõîäíûé ìàòåðè-
àë — ëèîôèëèçàò 10 % âèðóññîäåðæàùåé ñóñïåíçèè ìîç-
ãà èíôèöèðîâàííûõ ìûøåé (ýòàëîííûé øòàììîâûé çàïàñ,
ëèîôèëèçàò 1978 ã.). Îïðåäåëåíèå òèòðà âèðóñà â
lg LD50/ìë ïî ðåçóëüòàòàì îïûòîâ òèòðîâàíèÿ ïðîâîäèëè
ïî ìåòîäó Ðèäà è Ìåí÷à [8, 9]. Ðåãëàìåíòèðîâàííûå òðå-
áîâàíèÿ ê áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîèçâîäñòâåííîãî
øòàììà ¹ 205 èçëîæåíû â îáùåé ôàðìàêîïåéíîé ñòàòüå
(ÎÔÑ) íà âàêöèíó ÊÝ: áèîëîãè÷åñêàÿ (èíôåêöèîííàÿ) àê-
òèâíîñòü ïðîèçâîäñòâåííîãî øòàììà ¹ 205 ïî ðåãëàìåí-
òèðîâàííîìó ëèìèòó íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè: íå ìå-
íåå 9,0 lg LD50/ìë, òèòðîâàíèå âèðóñà ïðè â/ì çàðàæåíèè
ìûøåé, ìàññà òåëà 7–8 ã, íå ìåíåå 7,5 lg LD50/ìë ïðè ï/ê,
íå ìåíåå 8,5 lg LD50/ìë ïðè â/á çàðàæåíèè ìûøåé òîé æå
âåñîâîé êàòåãîðèè.

Ïîäëèííîñòü øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ — òèïîñïåöè-
ôè÷íîñòü â ÐÁÍ (ðåàêöèÿ áèîëîãè÷åñêîé íåéòðàëèçàöèè
íà ìûøàõ): èíäåêñ íåéòðàëèçàöèè ïðè âíóòðèìîçãîâîì
ìåòîäå ïîñòàíîâêè ðåàêöèè áèîëîãè÷åñêîé íåéòðàëèçà-
öèè ñ ãèïåðèììóííîé âèðóññïåöèôè÷åñêîé êðîëè÷üåé
ñûâîðîòêîé1 ê øòàììó ¹ 205 — íå ìåíåå 1000.

II. Èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè. Äëÿ èçó-
÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììà ¹ 205 áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû îáðàçöû äâóõ ñåðèé ïðîèçâîäñòâåííîãî
«øòàììîâîãî çàïàñà», ïðèãîòîâëåííûå â 1986 ã. (íà îñíî-
âå èñõîäíîãî ýòàëîííîãî øòàììà ¹ 205 — ëèîôèëèçàò
1978 ã.), è 2003 ã. (íà îñíîâå ëèîôèëèçàòà ïðîèçâîäñòâåí-
íîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» îò 1986 ã.) è îáðàçöû ãîòîâîé
ñåðèè âàêöèíû ÊÝ ¹ Ò018.

Âûäåëåíèå ñóììàðíîé ÐÍÊ. Âûäåëåíèå ñóììàðíîé
ÐÍÊ èç îáðàçöîâ âèðóñà ÊÝ øòàììà ¹ 205 (íà ðàçíûõ ñòà-
äèÿõ ñèñòåìû ïðîèçâîäñòâåííîãî ïàññèðîâàíèÿ) è èç îá-
ðàçöîâ ãîòîâûõ ñåðèé âàêöèíû ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì íàáîðà ÀìïëèÏðàéì ÐÈÁÎ-ñîðá (ïðîèçâîäñòâà
ÔÁÓÍ «Öåíòðàëüíûé ÍÈÈ Ýïèäåìèîëîãèè» Ðîñïîòðåá-

íàäçîðà, Ðîññèÿ). Ïðè âûäåëåíèè ÐÍÊ èç ãîòîâûõ ñåðèé
âàêöèíû ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâîäèëè äåñîðáöèþ àíòèãå-
íà, êàê îïèñàíî ðàíåå [12]. Âñå ðàáîòû ïî âûäåëåíèþ ÐÍÊ
ïðîâîäèëè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè, ïðèëàãàåìîé ê íàáîðó
ÀìïëèÏðàéì ÐÈÁÎ-ñîðá.

Ïðîâåäåíèå ÎÒ-ÏÖÐ. Ïðè ïðîâåäåíèè ÎÒ-ÏÖÐ â ïðî-

áèðêó â ñîîòâåòñòâóþùåì ïîðÿäêå âíîñèëè: 11 ìêë ðàñ-

òâîðà âûäåëåííîé âèðóñíîé ÐÍÊ, 4 ìêë 5-êðàòíîãî ðåàê-

öèîííîãî áóôåðà (ïðîèçâîäñòâà «ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ, êàò.

¹ Â312), 2 ìêë 10 ìÌ dNTP Mix («ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ, êàò.

¹ 025), 1 ìêë ïðàéìåðà Random 9 (0,6 OD/ml) («ÑèáÝí-

çèì», Ðîññèÿ). Ñìåñü íàãðåâàëè â àìïëèôèêàòîðå äî òåì-

ïåðàòóðû 70 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí, çàòåì ïðîáèðêè ðåçêî ïî-

ìåùàëè â ëåä íà 2 ìèí. Ïîñëå îõëàæäåíèÿ ñìåñè ê íåé

äîáàâëÿëè 0,1 ìêë ôåðìåíòà M — MuLV îáðàòíîé òðàíñ-

êðèïòàçû («ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ, êàò. ¹ Å371). Îòæèã è

ýëîíãàöèþ ïðîèçâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå 40 °Ñ â òå÷åíèå

60 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé èíàêòèâàöèåé ôåðìåíòà ïðè òåìïå-

ðàòóðå 70 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Âûáîð ïðàéìåðîâ, ïîçâî-

ëÿþùèõ àìïëèôèöèðîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ âè-

ðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà â âèäå ïåðåêðûâàþùèõñÿ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-

ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ VectorNTI 10.0.

Àìïëèôèêàöèþ ôðàãìåíòîâ ãåíîâ âèðóñà ÊÝ ïðîâîäè-

ëè â óñëîâèÿõ, ïîäîáðàííûõ äëÿ êàæäîé ïàðû ïðàéìåðîâ

îòäåëüíî íà ïðèáîðå Òåðöèê («ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ», Ðîññèÿ).

Ñåêâåíèðîâàíèå ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå Prism 310

Genetic Analyzer ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà BigDye

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied Biosystems»,

ÑØÀ). Àíàëèç äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Chromas 2.22 («Technelysium

Pty Ltd», Àâñòðàëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

I. Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììà ¹ 205
ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè ëèîôèëèçàòîâ âèðóñíîé
ñóñïåíçèè è ïàññèðîâàíèè ÷åðåç ìîçã àóòáðåäíûõ
áåëûõ ìûøåé

Ïåðâûé ïðîèçâîäñòâåííûé ëèîôèëèçàò âèðóñà (ïðîèçâîä-

ñòâåííûé «øòàììîâûé çàïàñ») áûë ïðèãîòîâëåí â 1986 ã.

èç àìïóëû èñõîäíîãî ýòàëîííîãî øòàììà ¹ 205, ïîëó÷åí-

íîãî èç ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à. Ðåçóëüòàòû îöåíêè

áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè è òèïîñïåöèôè÷íîñòè ïåðâè÷-

íîãî ëèîôèëèçàòà 1978 ã. ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 2.

Â òàáëèöå 3 óêàçàíà áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü íîâîãî

Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêîé è ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììà ¹ 205 âèðóñà êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà
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Òàáëèöà 2. Èíôåêöèîííàÿ àêòèâíîñòü è ïîäëèííîñòü øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ ïîñëå ëèîôèëèçàöèè â 1978 ã. (ðåçóëüòàòû ïåðâè÷íîé àò-
òåñòàöèè â ÃÈÑÊ èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à äî ïåðåäà÷è íà ïðîèçâîäñòâî âàêöèíû ÊÝ)

Øòàìì ¹ 205 —

ëèîôèëèçàò 1978 ã.

(èç àìïóëû)

Èíôåêöèîííàÿ àêòèâíîñòü ïðè ðàçëè÷íûõ cïîñîáàõ ââåäåíèÿ âèðóñà

àóòáðåäíûì áåëûì ìûøàì

Èíäåêñ íåéòðàëèçàöèè â ÐÁÍ ñ ãèïåðèììóííîé

êðîëè÷üåé ñûâîðîòêîé ê øòàììó ¹ 205

(ëèìèò: èíäåêñ íåéòðàëèçàöèè íå ìåíåå 1000)

Ðåãëàìåíòèðóåìûå

ïîêàçàòåëè ÎÔÑ

íà âàêöèíó ÊÝ

â/ì — íå ìåíåå

9,0lg LD50/ìë

ï/ê — íå ìåíåå

7,5 lg LD50/ìë:

â/á — íå ìåíåå

8,0 lg LD50/ìë:

Êîýôôèöèåíò èíäåêñà íåéòðàëèçàöèè —

íå ìåíåå 1000

Òèòðû âèðóñà ÊÝ 9,1 lg LD50/ìë 8,4 lg LD50/ìë 7,9 lg LD50/ìë 1259

Ïðèìå÷àíèå. 1. â/ì — âíóòðèìîçãîâîå çàðàæåíèå ïî 0,03 ìë; ï/ê — ïîäêîæíîå çàðàæåíèå ïî 0,1 ìë; â/á — âíóòðèáðþøèííîå çàðàæåíèå
ïî 0,25 ìë.
2. Ãèïåðèììóííàÿ êðîëè÷üÿ ñûâîðîòêà ïîëó÷åíà ìåòîäîì èììóíèçàöèè êðîëèêîâ 10 % ñóñïåíçèåé ìîçãà èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì ÊÝ
(øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ) àóòáðåäíûõ ìûøåé, ìàññà òåëà 10–12 ã. Ñûâîðîòêà êðîâè ïîëó÷åíà èç ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê.

1
Ãèïåðèììóííàÿ êðîëè÷üÿ ñûâîðîòêà ïîëó÷åíà ìåòîäîì èììóíè-
çàöèè êðîëèêîâ 10 % ñóñïåíçèåé ìîçãà èíôèöèðîâàííûõ âèðó-
ñîì ÊÝ (øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ) àóòáðåäíûõ ìûøåé, ìàññà òåëà
10–12 ã. Ñûâîðîòêà êðîâè ïîëó÷åíà èç ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê.



ïðîèçâîäñòâåííîãî çàïàñà, ïîëó÷åííîãî â âèäå ëèîôèëè-

çàòà â 1986 ã. è â 2003 ã.

Â òàáëèöå 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ èí-
ôåêöèîííîé àêòèâíîñòè è òèïîñïåöèôè÷íîñòè ëèîôèëèçà-
òîâ (1986 ã. è 2003 ã.) ïîñëå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ïðè
òåìïåðàòóðå ìèíóñ 20 °Ñ (äî 17 ëåò — äëÿ ëèîôèëèçàòà
1986 ã.). Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ëèîôèëèçàòîâ ïðîèç-
âîäñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» (1986 ã. è 2003 ã.) ñî-
õðàíÿëàñü ïðè ðàçëè÷íûõ ñïîñîáàõ ââåäåíèÿ àóòáðåäíûì
áåëûì ìûøàì (ìàññà òåëà 7–9 ã) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåãëà-
ìåíòèðîâàííûìè ëèìèòàìè íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè:
íå ìåíåå 9,0 lg LD50/ìë ïðè òèòðîâàíèè âèðóñà ïðè çàðà-
æåíèè ìûøåé â ìîçã (ìàññà òåëà 7–8 ã), íå ìåíåå
7,5 lg LD50/ìë ïðè ïîäêîæíîì çàðàæåíèè è íå ìåíåå
8,5 lg LD50/ìë ïðè âíóòðèáðþøèííîì çàðàæåíèè ìûøåé
òîé æå êàòåãîðèè.

Êàê âèäíî èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå 3, íà
ðàçëè÷íûõ ñðîêàõ õðàíåíèÿ óñòàíîâëåíû âûñîêèå ïîêàçà-
òåëè íåéðîâèðóëåíòíîñòè: äî 10,0–11,0 lg LD50/ìë, êîòî-
ðûå ñîõðàíÿëèñü äëÿ ëèîôèëèçàòîâ ïðîèçâîäñòâåííîãî
«øòàììîâîãî çàïàñà» ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè (îò 3 äî
9–17 ëåò — ñðîê íàáëþäåíèÿ).

Ëèîôèëèçàòû ïðîèçâîäñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïà-
ñà» âèðóñà ÊÝ øòàìì ¹ 205 (1986 ã. è 2003 ã.) õðàíÿòñÿ íà
ïðîèçâîäñòâå âàêöèí ÊÝ äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè è èñ-
ïîëüçóþòñÿ êàê èñõîäíûé ïðîèçâîäñòâåííûé øòàììîâûé
çàïàñ äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïàññèðîâàíèÿ ÷åðåç ìîçã ìûøåé
è çàðàæåíèÿ ïàññàæíûì ìàòåðèàëîì êóëüòóðû êëåòîê
ÔÝÊ ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðàëüíîãî âèðóñà ÊÝ — èñ-
òî÷íèêà èíàêòèâèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé âàêöèíû ÊÝ
(òàáë. 1). Ëèìèò òèïîñïåöèôè÷íîñòè øòàììà ¹ 205 âèðóñà
ÊÝ äîëæåí áûòü (ïî íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè íà âàêöè-
íó ÊÝ ÝíöåÂèð) â ÐÁÍ ñ ãèïåðèììóííîé âèðóññïåöèôè÷å-
ñêîé àíòèñûâîðîòêîé ê øòàììó ¹ 205 íå ìåíåå 1000. Êàê
âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöàõ 2 è 3, âî
âñåõ ñëó÷àÿõ ïåðâè÷íîãî èçó÷åíèÿ è äëèòåëüíîãî õðàíå-
íèÿ ëèîôèëèçàòîâ ïîñåâíûõ ñåðèé øòàììà ¹ 205 èíäåê-
ñû íåéòðàëèçàöèè âñåãäà âûøå ðåãëàìåíòèðîâàííîãî ïî-
êàçàòåëÿ (1000). Òàêèì îáðàçîì, äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå
â òàáëèöå 3, ñâèäåòåëüñòâóþò î âûðàæåííîé áèîëîãè÷å-
ñêîé ñòàáèëüíîñòè — ñîõðàíåíèè ðåãëàìåíòèðîâàííûõ
ïîêàçàòåëåé èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè è òèïîñïåöèôè÷-

íîñòè ïðîèçâîäñòâåííîãî øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ ïðè
äëèòåëüíîì õðàíåíèè è ïàññèðîâàíèè.

II. Èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè

Äëÿ èçó÷åíèÿ ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè áûëè âûáðàíû
äâå îáëàñòè ãåíîìà: 83-2619 è 3370-5393 í. (êîîðäèíàòû
ïî ðåôåðåíñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÂÊÝ NC 001672 èç
áàçû äàííûõ GenBank), ïðåäñòàâëÿþùèå îñîáûé èíòåðåñ
ñ èììóíîëîãè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ.

Ïåðâàÿ âûáðàííàÿ îáëàñòü ãåíîìà 83-2619 í. êîäèðó-
åò êàïñèäíûé áåëîê Ñ, ïðåäøåñòâåííèê ìàòðèêñíîãî áåë-
êà prM è áåëîê îáîëî÷êè E. Áåëîê E ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì
èììóíîãåíîì âèðóñà ÊÝ, â òî âðåìÿ êàê áåëîê prM è åãî
çðåëàÿ ïðîèçâîäíàÿ — áåëîê Ì — îáåñïå÷èâàþò ïðà-
âèëüíîñòü óêëàäêè áåëêà E íà ïîâåðõíîñòè âèðèîíà. Èç-
ìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå áåëêà C ìîãóò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà
âèðóëåíòíîñòü âèðóñà [13, 14]. Âòîðàÿ îáëàñòü ãåíîìà ÂÊÝ
3370-5393 í. êîäèðóåò íåñòðóêòóðíûå áåëêè NS1 (÷àñòè÷-
íî), NS2a, NS2b è NS3. Ãåêñàìåðíàÿ ôîðìà áåëêà NS1 ñåê-
ðåòèðóåòñÿ èç êëåòêè è îñëàáëÿåò èììóííûé îòâåò õîçÿèíà
[15]. Áåëîê NS2a òàêæå ó÷àñòâóåò â ïîäàâëåíèè èììóííîãî
îòâåòà ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ ïðîäóêöèè èíòåðôåðîíà è,
êðîìå òîãî, íåîáõîäèì äëÿ ïðàâèëüíîé ñáîðêè âèðóñíûõ
÷àñòèö [16]. Áåëêè NS2b è NS3 ôîðìèðóþò ôåðìåíòàòèâ-
íûé êîìïëåêñ, îáëàäàþùèé ïðîòåàçíîé è õåëèêàçíîé àê-
òèâíîñòÿìè è âëèÿþùèé íà âèðóëåíòíûå ñâîéñòâà âèðóñà.
Ýòîò êîìïëåêñ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíó èç íàèáîëåå ïåð-
ñïåêòèâíûõ ìèøåíåé äëÿ ðàçðàáîòêè ëåêàðñòâåííûõ àí-
òèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ, íàïðàâëåííûõ íà èíãèáèðîâàíèå
âèðóñíûõ ôåðìåíòîâ [17, 18].

Äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîâ C, M, Å, NS2A, NS2B (îá-
ëàñòè â ãåíîìå 83-2619 è 3370-5393 í.) âèðóñà ÊÝ áûëè
âûáðàíû, ñèíòåçèðîâàíû è èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå
ïðàéìåðû (öèôðû îòîáðàæàþò ïîçèöèè â ãåíîìå):

Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà áåëêà C

81E 5’ GCT GCC GTG GCC TGT TTC A 3’ (19)

334E 5’ CAG TCG TGA ACG TGT TGA GAA AAA GAC 3’ (27)

236E 5’ TGG ACT CGT GTT GAT GCG CAT GA 3’ (23)

1038 5’ GAG TCA CGC GAG TGG TTC CCT GA 3’ (23)
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Ì. Ñ. Âîðîáüåâà, Ã. Ì. Èãíàòüåâ, Í. À. Íåòåñîâà è äð.

Òàáëèöà 3. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ èçó÷åíèÿ èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè è ïîäëèííîñòè øòàììà ¹ 205 ïîñëå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ è ïàññè-
ðîâàíèÿ (ïðîèçâîäñòâåííûé «øòàììîâûé çàïàñ» — ëèîôèëèçàò 1986 ã.)

Äàòà òèòðîâàíèÿ âèðóñà

è ñðîê õðàíåíèÿ ëèîôèëèçàòà 1986 ã.

Çàðàæåíèå ìûøåé

â ìîçã (ïî 0,03 ìë)

Çàðàæåíèå ìûøåé

ïîäêîæíî

(ïî 0,1 ìë)

Çàðàæåíèå ìûøåé

âíóòðèáðþøèííî

(ïî 0,25 ìë)

Ïîäëèííîñòü (èíäåêñ

íåéòðàëèçàöèè â ÐÁÍ ñ ýòàëîííîé

ñûâîðîòêîé êðîâè ê âèðóñó ÊÝ)

Øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ (ëèîôèëèçàò 1986 ã.)

Ðåãëàìåíòèðóåìûå ïîêàçàòåëè
ÎÔÑ íà âàêöèíó ÊÝ

Òèòð âèðóñà íå ìåíåå

9,0 lg LD50/ìë

Òèòð âèðóñà íå ìåíåå

7,5 lg LD50/ìë

Òèòð âèðóñà íå ìåíåå

8,0 lg LD50/ìë

Íå ìåíåå 1000

Ôåâðàëü 1987 ã. (÷åðåç 1 ãîä) 10,5 9,0 9,8 6310

Ôåâðàëü 1989 ã. (÷åðåç 3 ãîäà) 9,0 í/è í/è 79430

Ôåâðàëü 1992 ã. (÷åðåç 6 ëåò) 10,0 8,6 8,7 1585

Èþíü 1995 ã. (÷åðåç 9 ëåò) 11,0 10,0 10,0 3162

Øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ (ëèîôèëèçàò 2003 ã., ïîëó÷åí ïðè ïàññèðîâàíèè ëèîôèëèçàòà 1986 ã.)

Èþëü 2003 ã. (ïîñëå ñóøêè) 9,0 7,6 7,9 63100

2005 ã. (÷åðåç 2 ãîäà) 10,0 9,3 9,9 125900

2006 ã. (÷åðåç 3 ãîäà) 10,0 9,6 9,2 38810

Ïðèìå÷àíèå. Ãèïåðèììóííàÿ êðîëè÷üÿ ñûâîðîòêà ïîëó÷åíà ìåòîäîì èììóíèçàöèè êðîëèêîâ 10 % ñóñïåíçèåé ìîçãà èíôèöèðîâàííûõ âè-
ðóñîì ÊÝ (øòàìì ¹ 205 âèðóñà ÊÝ) àóòáðåäíûõ ìûøåé, ìàññà òåëà 10–12 ã. Ñûâîðîòêà êðîâè ïîëó÷åíà èç ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê.



Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà áåëêà M

816E 5’ TCA CTG CGG ACG CAC CTC ACT AG 3’ (25)

1412 5’ CGT ATG CGG CTC TAC TTT GAC TGT A 3’ (27)

236E 5’ TGG ACT CGT GTT GAT GCG CAT GA 3’ (23)

1038 5’ GAG TCA CGC GAG TGG TTC CCT GA 3’ (23)

816E 5’ TCA CTG CGG ACG CAC CTC ACT AG 3’ (29)

936E 5’ CCA GGC ACA AGA GCA CCA CCA C 3’ (28)

Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà áåëêà NS2a

3689E 5’ CTA TGT CGT GGC AGT TGG GAT CAC A 3’ (25)

4577 5’ TTC TGA CAG CGT CCA CAA TCC CAT C 3’ (25)

3365E 5’ CAC AGA GAG TGG CAA GGT GAT CCC 3’ (24)

3925E 5’ GCT CTG AAA ATC AAT GCC CCC A 3’ (22)

3807E 5’ CGC AGC AAC CTC ACC GTC AGA 3’ (21)

Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà áåëêà NS2b

3689E 5’ CTA TGT CGT GGC AGT TGG GAT CAC A 3’ (25)

4577 5’ TTC TGA CAG CGT CCA CAA TCC CAT C 3’ (25)

4343E 5’ GAC CTG CAC TGT CTC ACC TTT CCA 3’ (26)

4872E 5’ GAC CTG CAC TGT CTC ACC TTT CCA 3’ (24)

4300E 5’ CCG TGG CTT CGT TCC TTC TGC TTA 3’ (24)

4408E 5’ ACC CGC AGG CTC ACC TCT CCA C 3’ (22)

Ïðàéìåðû äëÿ àìïëèôèêàöèè è ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà áåëêà E

816 5’ TCA CTG CGG ACG CAC CTC ACT AG 3’ (23)

1412 5’ CGT ATG CGG CTC TAC TTT GAC TGT A 3’ (25)

1220 5’ TGA AGA GCA CCA GAG TGG CAC A 3’ (22)

1692 5’ GCC GTT CCG CAT TGT TCC A 3’ (19)

1595 5’ CCT ACC GAC GGC CTG GCA GGT 3’ (21)

2064 5’ CGA TTG TGG GGT TGG GTG TTA TCA A 3’ (25)

1955 5’ GGA GGT TGC GTT CTC TGG GAC CAA 3’ (24)

2656 5’ GCC ATT TCG AGT CTG TTT TGG GGC A 3’ (25)

Ïðè êîìïüþòåðíîì àíàëèçå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

ñêîíñòðóèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ íå îáðàçîâûâàëè

ñòàáèëüíûõ âòîðè÷íûõ ñòðóêòóð â âèäå øïèëåê (â íèõ îò-

ñóòñòâîâàëè ïðîòÿæåííûå ïàëèíäðîìíûå ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòè) è òåðìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíûå ãîìî- è ãåòåðî-

(ñ ñîîòâåòñòâóþùèì ïàðíûì îëèãîíóêëåîòèäîì) äèìåðû [4].

Íàìè áûëà îïðåäåëåíà ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà äâóõ

ïðîèçâîäñòâåííûõ «øòàììîâûõ çàïàñîâ» øòàììà ¹ 205

(1986 ã. è 2003 ã.) ïî îáëàñòÿì ãåíîìà 83-2619 è

3370-5393 í. (ñðîê õðàíåíèÿ ëèîôèëèçàòîâ ïðè òåìïåðà-

òóðå ìèíóñ 20 °Ñ îò 4 äî 13 ëåò è áîëåå). Ïðè ñðàâíåíèè

ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñåêâåíèðîâàííûõ îáëàñ-

òåé áûëî ïîêàçàíî ïîëíîå îòñóòñòâèå íóêëåîòèäíûõ çà-

ìåí è èõ ïîëíàÿ èäåíòè÷íîñòü ìåæäó ñîáîé. Ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè èçó÷åííûõ ãåíîâ âûëîæåíû â GenBank: äëÿ ãå-

íîâ áåëêîâ NS1, NS2a, NS2b, NS3 — KC415176 (ìàòåðèàë

2003 ã.), äëÿ ãåíîâ áåëêîâ C, preM, M, E — JX987280 (ìàòå-

ðèàë 2003 ã.).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîò íàìè áûëî ïðîâåäåíî

ñðàâíåíèå ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé óêàçàííûõ

îáëàñòåé ãåíîìà âèðóñà ÊÝ äëÿ ìàòî÷íîãî øòàììà, ïîëó-

÷åííîãî èç ïðîèçâîäñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà»

2003 ã., à òàêæå äëÿ ìàòî÷íîãî øòàììà, ïîëó÷åííîãî èç

ïðîèçâîäñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» 1986 ã. Ïðè ïðî-

âåäåíèè ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòåé îáëàñòåé ãåíîìà âèðóñà ÊÝ (ïîçèöèè â ãåíîìå

83-2619 è 3370-5393 í.) áûëà òàêæå ïîêàçàíà èõ ïîëíàÿ

èäåíòè÷íîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ïðîèçâîäñòâåííûõ

«øòàììîâûõ çàïàñîâ» (2003 ã. è 1986 ã.). Èçó÷åíèå íóê-

ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìàòåðèàëà ðàáî÷åãî

«øòàììîâîãî çàïàñà», ñóñïåíçèè ïîñåâíîãî âèðóñà, èñ-

ïîëüçîâàííûõ äëÿ ïðîèçâîäñòâà ñåðèè ¹ Ò018 âàêöèíû

ÊÝ ÝíöåÂèð, òàêæå ïîäòâåðäèëî èõ èäåíòè÷íîñòü ñ ïðîèç-

âîäñòâåííûì «øòàììîâûì çàïàñîì» 2003 ã. (KC415176,

JX987280).

Òàêèì îáðàçîì, â òå÷åíèå 4 ïîñëåäîâàòåëüíûõ â/ì

ïàññàæåé â ïðîöåññå ïðîèçâîäñòâà âàêöèíû ÊÝ íà îñíîâå

øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ íå ïðîèñõîäèò íóêëåîòèäíûõ çà-

ìåí â èçó÷àåìûõ ãåíàõ.

Ïðè âûäåëåíèè ÐÍÊ èç ãîòîâûõ ñåðèé âàêöèíû ïðåä-

âàðèòåëüíî ïðîâîäèëè äåñîðáöèþ àíòèãåíà, êàê ýòî îïè-

ñàíî ðàíåå [12].

Îïðåäåëåíèå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû èññëåäóåìûõ îá-

ëàñòåé ãåíîìà âèðóñà ÊÝ â ãîòîâîé ñåðèè ¹ Ò018 âàêöèíû

ÊÝ ÝíöåÂèð, ïðèãîòîâëåííîé â 2013 ã., òàêæå ïîêàçàëî

ïîëíóþ ãîìîëîãèþ ñ ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðîé ïðîèçâîä-

ñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» øòàììà ¹ 205 (ëèîôèëè-

çàò 2003 ã.).

Âûâîäû

1. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ àòòåñòàöèè áèîëîãè÷åñêèõ

ñâîéñòâ (â îïûòàõ òèòðîâàíèÿ íåéðîâèðóëåíòíîñòè è ïîä-

ëèííîñòè øòàììà ¹ 205 â ÐÁÍ) ëèîôèëèçàòîâ ïðîèçâîä-

ñòâåííîãî «øòàììîâîãî çàïàñà» (ëèîôèëèçàòû 1986 ã. è

2003 ã.) øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ íà ðàçíûõ ñðîêàõ äëè-

òåëüíîãî õðàíåíèÿ è ïàññèðîâàíèÿ ÷åðåç ìîçã àóòáðåäíûõ

áåëûõ ìûøåé è çàðàæåíèÿ êóëüòóðû êëåòîê ÔÝÊ ïîäòâåð-

æäàåò áèîëîãè÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü ïðîèçâîäñòâåííîãî

øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåãëàìåíòèðî-

âàííûìè òðåáîâàíèÿìè íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè íà

âàêöèíó ÊÝ. Ïîêàçàòåëè íåéðîâèðóëåíòíîñòè ïðè ðàçëè÷-

íûõ ñïîñîáàõ ââåäåíèÿ âèðóñà ÊÝ ìûøàì è òèïîñïåöè-

ôè÷íîñòè â ÐÁÍ ñòàáèëüíû ïðè óñëîâèè âûïîëíåíèÿ ðàç-

ðàáîòàííîé ñèñòåìû âåäåíèÿ ïîñåâíûõ ñåðèé âèðóñà ÊÝ

ïðè ïðîèçâîäñòâå âàêöèí ÊÝ ÝíöåÂèð, ÝíöåÂèð Íåî äåò-

ñêèé íà ïðåäïðèÿòèè ÔÃÓÏ «ÍÏÎ «Ìèêðîãåí», ôèëèàë

ÍÏÎ «Âèðèîí», ã. Òîìñê.

2. Ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ

(âûäåëåíèå ÐÍÊ, ÎÒ-ÏÖÐ, ñåêâåíèðîâàíèå) ïîäòâåðæäåíà

ñòàáèëüíîñòü ãåíåòè÷åñêîé ñòðóêòóðû ïðîèçâîäñòâåííîãî

âàêöèííîãî øòàììà ¹ 205 âèðóñà ÊÝ, ïðèìåíÿåìîãî äëÿ

ïîëó÷åíèÿ âàêöèíû ÊÝ ÝíöåÂèð, íà äëèòåëüíûõ ñðîêàõ

õðàíåíèÿ è ïàññèðîâàíèÿ. Îïðåäåëåíà ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòó-

ðà äâóõ ïðîèçâîäñòâåííûõ «øòàììîâûõ çàïàñîâ» (ëèîôè-

ëèçàòû 1986 ã. è 2003 ã.). Ïðè ñðàâíåíèè ïåðâè÷íûõ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòåé ñåêâåíèðîâàííûõ îáëàñòåé áûëî ïî-

êàçàíî ïîëíîå îòñóòñòâèå íóêëåîòèäíûõ çàìåí è èõ

ïîëíàÿ èäåíòè÷íîñòü ìåæäó ñîáîé.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èçó÷åííûõ ãåíîâ âûëîæåíû â

GenBank.

3. Âïåðâûå ïðîâåäåíî ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîå

èññëåäîâàíèå îáðàçöîâ ñåðèè ¹ Ò018 ãîòîâîé ôîðìû

âàêöèíû ÊÝ èç øòàììà ¹ 205 ñ ïðèìåíåíèåì äåñîðáöèè

âàêöèííîãî àíòèãåíà ñ ñîðáåíòà — àëþìèíèÿ ãèäðîêñèäà.

Ïîëó÷åíû èäåíòè÷íûå ðåçóëüòàòû ïðè èññëåäîâàíèè ãå-

íåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè øòàììîâîãî ìàòåðèàëà ïîñëå

ïàññàæà â êóëüòóðå êëåòîê ÔÝÊ [12].
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The article presents the results of a long-term study of biological and genetic stability of tick-borne encephalitis strain 205

which is used by the FSUE «SPA «Microgen» to produce tick-borne encephalitis vaccines EnceVir (for adults) and EnceVir

Neo for children, both of which are tissue cultured, inactivated, purified, and sorbed. The biological stability of strain 205

was studied at the seed lot stage using passages on outbred white mice: initial production strain 205 and production «stock

strain». Lyophilisates of production seed lots were studied at different storage intervals at –20 °Ñ (up to 9 years of storage

and more). Biological activity parameters (tick-borne encephalitis virus (TBEV) titre in log LD50/ml) were studied by using

different ways of infecting outbred white mice, and strain 205 identification (specificity) was determined by comparing it to

a reference strain in a biological neutralization assay (BNA) according to the manufacturer’s specifications for the vaccines

concerned. The same materials and a batch of TBEV vaccine produced from the production «stock strain» (lyophilisate of

1986) were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) and sequencing for genetic stability during passaging and

long-term storage. The results of the study made it possible to demonstrate the biological and genetic stability of strain

205 during production of TBEV vaccines.

Key words: tick-borne encephalitis; vaccination; production of tick-borne encephalitis vaccines; biological and genetic sta-
bility; identification in a biological neutralization assay; outbred white mouse brain passage; polymerase chain reaction;
primers; sequencing.
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