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Применение безопасных и эффективных биопре-
паратов является одним из необходимых условий
успешной профилактики инфекционных заболева-
ний в животноводстве. Живые и инактивированные
вакцины обладают своими недостатками и преиму-
ществами. Наиболее значимые преимущества инак-
тивированных вакцин – стабильность, способность
вызывать более длительный иммунитет у привитой
птицы, невозможность реверсии вируса и загрязне-
ния окружающей среды патогенами, возможность
использования нескольких инактивированных виру-
сов при однократной вакцинации, что делает такие
биопрепараты более перспективными для изготов-
ления и применения в практике ветеринарной меди-
цины [1].

Инактивация вирусов – один из важных этапов
при производстве вакцин против бактериальных и
вирусных инфекций. Инактивация должна быть не
только эффективной, но и максимально селектив-
ной, то есть при минимальном изменении структуры
капсида не должны восстанавливаться инфекцион-
ные и снижаться иммуногенные свойства вируса [5].
Для инактивации вирусов применяются физические
(различные излучения, воздействие высокими тем-
пературами и т.д.) и химические методы
(формальдегид, β-пропиолактон, гидроксиламин,
этиленимин и т.д.). Выбор способа инактивации
основывается на механизме действия инактиванта и
свойствах инактивируемого вируса [4, 7].

Инактиванты оказывают различное действие на
вирусы: одни действуют на нуклеиновую кислоту
вирусов, другие – на вирусные белки, третьи – обла-
дают комбинированным действием. Наиболее часто
при изготовлении биопрепаратов в качестве инакти-

вантов используют формальдегид, β-пропиолактон
(БПЛ) и этиленимин (ЭИ).

Так, действие формальдегида основывается на
избирательном разрушении антигенных детерми-
нант поверхностных гликопротеинов вирусов, а
также образовании комплексов нуклеиновой кисло-
ты с белками капсида. Недостатком его применения
является обратимость реакций с аминогруппами и
возможность восстановления активности нуклеино-
вой кислоты, следствием чего может стать реверсия
вируса [2, 5, 13]. 

БПЛ производит структурную модификацию нук-
леиновых кислот путем алкилирования и депурини-
зации, а также замещения пар оснований и образо-
вания поперечных сшивок. Высокая степень мута-
генности и реакционной способности БПЛ способ-
ствует быстрому разрушению ДНК, а также инакти-
ванта до неканцерогенных побочных продуктов [2,
11].

Инактивирующее действие этиленимина (ЭИ) и
его производных сходно с БПЛ и объясняется алки-
лированием, депуринизацией и последующей депо-
лимеризацией нуклеиновых кислот [6]. Модифи -
кация нуклеиновой кислоты вируса происходит
преимущественно на N-7, N-3 и N-1 пуринов и в
меньшей степени, N-3 пиримидинов [13]. Преиму -
щество этиленимина в сравнении с β-пропиолактно-
ном/формалином заключается в избирательном
действии только на нуклеиновые кислоты вирусов,
при этом изменения структуры эпитопов не проис-
ходит [12].

Общепринято проводить контроль инактивации в
чувствительных тест-системах (эмбрионы, клеточ-
ные культуры, чувствительные животные и т.д.)
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путем проведения последовательных пассажей.
Однако данные методы дорогостоящие, трудо- и
времязатратные [7, 10, 14].

Согласно литературным данным, применение
молекулярно-генетических методов (таких как поли-
меразная цепная реакция является перспективным
для контроля инактивации вакцин при условии при-
менения инактиванта, действие которого направле-
но на нуклеиновую кислоту [2, 7]. Так, например,
показана высокая эффективность применения поли-
меразной цепной реакции как метода контроля
инактивации при производстве вакцины против
гепатита А [9].

В Институте животноводства (отделение птице-
водства) НААН разработаны и производятся биопре-
параты для профилактики одной из наиболее опас-
ных болезней гусей – вирусного энтерита (болезни
Держи), возбудителем которого является парвови-
рус (Goose Parvovirus, GPV). Инактивированная вак-
цина против вирусного энтерита гусей (регистраци-
онное удостоверение №ВВ-00337-02-11 от
01.07.2011 года) создана на основе патогенного
штамма ХМ-99 парвовируса, инактивированного
этиленимином и объединенного с адъювантом.
Контроль инактивации вируса осуществляется
путем проведения последовательных пассажей в
культуре фибробластов эмбрионов гусей. Как уже
было сказано, этот метод достаточно трудоемкий и
ресурсозатратный. В связи с этим цель данной
работы – изучение возможности использования
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в качестве

метода контроля эффективности инактивации пар-
вовируса этиленимином при производстве вакцины
против вирусного энтерита гусей (болезни Держи).

Материал и методы исследований.
Исследования проводились в лаборатории профи-
лактики заболеваний птицы и молекулярной диаг-
ностики Института животноводства НААН Украины.

Для проведения исследований использовали
культуральную вируссодержащую жидкость до и
после инактивации.

ДНК выделяли с помощью набора реагентов “ДНК
Сорб-В” (Амплисенс, Россия) согласно прилагаемой
инструкции. ПЦР проводили с помощью реагентов
Dream Taq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo
Scientific) с использованием программируемого
термоциклера “Терцик» (“ДНК-технология», Россия).
Объем конечной смеси составил 20 μL, концентра-
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Результаты контроля эффективности 
инактивации парвовируса в культуре 

фибробластов эмбрионов гусей

Конечная 
концентрация

этиленимина, %

Время инактивации, часы 

24 36 48

титр вируса после инактивации, lg
ТЦД50

0,15 1,88±0,1 1,5±0,3 –

0,2 – – –

Контроль вируса 7,2±0,3 7,3±0,4 7,2±0,2

Рис. Электрофореграмма продуктов амплификации фрагментов ДНК парвовируса из образцов
культуральной вируссодержащей жидкости. 1 – 8 – номера проб; М – маркер молекулярных масс М-100;
+ – наличие GPV; – – отсутствие GPV; ПК – положительный контроль; ОК – отрицательный контроль.
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ция праймеров – 0,4 μM. Для детекции генома пар-
вовируса использовали праймеры, фланкирующие
консервативный участок гена VP3. Амплификацию
проводили соответственно следующей схемы: один
цикл – 94 °C (1 мин); 35 циклов – 94 °C (15 с), 50 °C 
(30 с), 72 °C (30 с); один финальный цикл – 72 °C 
(5 мин).

Электрофорез проводили в 1,5% агарозном геле
в течение 45 мин при 120 V. Пробы визуализировали
с помощью этидиума бромида в ультрафиолетовом
спектре с использованием трансиллюминатора.
Размер амплифицированных фрагментов определя-
ли с помощью маркера молекулярных масс М-100.

Культуру фибробластов эмбрионов гусей получа-
ли из кожно-мышечной ткани 14-16-суточных гуси-
ных эмбрионов по общепринятой методике для про-
ведения последовательных пассажей и титрации
вируса [8].

Результаты исследований. На рисунке пред-
ставлена электрофореграмма продуктов ампли-
фикации фрагментов ДНК парвовируса из образ-
цов проб: 1 – культура фибробластов эмбрионов
гусей; 2, 3, 4 – культуральная вируссодержащая
жидкость инактивированная 0,2% ЭИ в течение 24,
36 и 48 часов соответственно; 5 – культуральная
вируссодержащая жидкость инактивированная
0,15% ЭИ в течение 24 часов; 6 – культуральная
вируссодержащая жидкость инактивированная
0,15 % ЭИ в течение 48 часов; 7,8 – положительный
и отрицательный контрольные образцы. В случае
наличия генома парвовируса размер ампликона
составил 539 п.н.

Контроль инактивации проводили молекуляр-
но-генетическими методами (ПЦР) и параллель-
но путем последовательных пассажей в культуре
фибробластов эмбрионов гусей. При внесении
инактивированного 0,2% этиленимином вируса в
культуру клеток не наблюдалось цитопатического
действия, в то время как при использовании ЭИ в
концентрации 0,15% вирус инактивировался
полностью только через 48 часов (табл.), что
соответствует результатам полимеразной цеп-
ной реакции, представленным на электрофорег-
рамме.

Контроль эффективности инактивации путем про-
ведения последовательных пассажей в культуре кле-
ток занимает более 30 дней, в то время как резуль-
таты ПЦР известны уже через 8 – 10 часов, что дела-
ет перспективным использование полимеразной
цепной реакции в качестве контроля эффективности
инактивации вакцин в целом (при использовании
инактиванта, действующего на нуклеиновые кисло-
ты вируса), а также при производстве инактивиро-
ванной вакцины против вирусного энтерита гусей
(болезни Держи) в частности. 

Выводы
1. Результаты, полученные с использованием

полимеразной цепной реакции в качестве контроля
эффективности инактивации парвовируса этилени-

мином, подтверждаются путем проведения после-
довательных пассажей в культуре клеток эмбрионов
гусей.

2. Контроль эффективности инактивации с помо-
щью полимеразной цепной реакции при использо-
вании этиленимина в качестве инактиванта позволя-
ет получить результаты в течение 8-10 часов, что
дает возможность максимально сократить время, а
также снизить трудо- и материалозатраты при про-
изводстве вакцин. 

3. Этиленимин в концентрации 0,2% полностью
инактивирует парвовирус в течение 24 часов, в то
время как в концентрации 0,15% – только через 
48 часов.

В статье показана эффективность использо-
вания полимеразной цепной реакции как метода
контроля инактивации парвовируса этиленими-
ном при изготовлении вакцины против вирусно-
го энтерита гусей. Результаты, полученные с
использованием полимеразной цепной реак-
ции, подтверждены путем проведения последо-
вательных пассажей в культуре клеток эмбрио-
нов гусей. Применение молекулярно-генетичес-
ких методов позволяет сократить время на про-
ведение контроля инактивации в 72 раза в срав-
нении со стандартным методом в культуре кле-
ток.

Вирусный энтерит гусей, парвовирус, полиме-
разная цепная реакция, инактивация, этиленимин

In the article is shown the efficiency of the poly-
merase chain reaction as a method of control inac-
tivation of parvovirus by ethylenimine in the making
of vaccines against viral enteritis of geese. The
results obtained using the polymerase chain reac -
tion, confirmed through serial passages in cell cul-
ture embryos geese. The application of molecular
genetics techniques makes possible to shorten
control inactivation to 72 times, compared with the
standard method in cell culture.

Viral enteritis of geese, parvovirus, polymerase chain
reaction, inactivation, ethylenimine
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