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пользуя бедренную и селезеночную вены с 
помощью роликового насоса, осуществля-
ли сброс крови из каудальной части тела в 
яремную вену с заданной производитель-
ностью от 300 до 400 мл/мин. 

Трансплантат располагали в ортотопи-
ческой позиции в брюшной полости и пер-
вым накладывали краниальный (предпе-
ченочный) анастомоз между полой веной 
реципиента (диафрагмальная часть) и до-
норским фрагментом того же сосуда с ис-
пользованием нити «Пролен 5-0, 6-0, 7-0». 
Затем накладывали кава-кавальный (под-
печеночный) анастомоз, восстанавливали 
непрерывность и кровообращение по по-
лой вене. Анастомоз между воротной ве-
ной реципиента и воротной веной транс-
плантата накладывали «конец в конец» с 
учетом возможного несовпадения димет-
ров и осуществляли реперфузию транс-
плантата. Далее проводили различные ти-
пы артериальной и билиарной реконструк-
ции с использованием нити «Пролен 6-0, 7-
0, 8-0, 9-0». 

Результат и обсуждение
Максимальный срок наблюдения у ко-

шек с донорской почкой на сегодняшний 
день составил 897 суток (два года и четыре 
месяца). Средний срок жизни у кошек с до-
норской почкой 182±50,1 дня с хорошим ка-
чеством жизни и функцией трансплантата.

У собак максимальный срок наблюде-
ния, где в качестве доноров использова-
лись «случайные доноры» не соответству-
ющие породной принадлежности или родс-

твенным линиям, составил на сегодня 194, в 
среднем 60,6±15,2 суток.

После ортотопической транспланта-
ции донорской печени под нашим наблю-
дением находились пять кошек, где макси-
мальный срок жизни составил 18 суток и 12 
суток у собаки. 

Результат проведения оперативных 
вмешательств во многом зависел от исход-
ного состояния реципиентов и иммуноло-
гических особенностей донора и реципиен-
та. Эти проблемы особенно были актуаль-
ны при трансплантации донорской почки. 

Сопутствующие и технические, а не 
иммунологические проблемы явились ос-
новной причиной гибели животных после 
проведения трансплантации донорской пе-
чени.

Трансплантация донорской печени бла-
гоприятна относительно иммунологичес-
ких проблем, но с технической точки зре-
ния является одной из сложнейших опера-
ций в брюшной полости. Кошки, в отличие 
от собак, благоприятно перенесли беспе-
ченочный период, в то время как собакам 
пришлось проводить активное вено-веноз-
ное шунтирование, что усложнило техни-
ческие манипуляции. 

Отдаленные результаты зависели не 
только от исходного состояния животного, 
его подготовки на момент проведения опе-
ративного вмешательства, хирургической 
тактики, но и, в большей степени, от веде-
ния послеоперационного периода у живот-
ных после подобных операций. 
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Введение
Выбор метода инактивации вируса, т.е.- 

способа устранения его инфекционной 
способности, может в полной мере опреде-
лить иммунологические свойства вакцины. 
Главными критериями эффективности из-

бранного метода являются полнота и необ-
ратимость инактивации, а также - сохране-
ние инактивированным вирусом первона-
чальных антигенных свойств.

Среди множества приемов необрати-
мого воздействия на репродуктивную фун-
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кцию вируса, остановимся на методах хи-
мической стерелизации и, в сравнительном 
аспекте, рассмотрим наиболее известные 
инактиванты: формальдегид, бета-пропи-
олактон и производные азиридинового ря-
да [1, 3].

Изучение инактивирующего действия 
формальдегида на вирус ящура показа-
ло, что данный реагент вступает во взаи-
модействие с многочисленными группа-
ми, обнаруженными в аминокислотах, пеп-
тидах и белках. Формальдегид оказывает 
сильное денатурирующее действие на бел-
ки путем образования «метиленовых мос-
тиков» между аминогруппой и некоторы-
ми другими группами молекул [2, 5].

Однако, устраняя инфекционную фун-
кцию вируса, формальдегид имеет и отри-
цательное действие. Денатурация поверх-
ностных белков вириона может искажать 
устройство рецепторов вирусного капсида 
и тем самым снижать его антигенную спе-
цифичность. Исследования в этом направ-
лении показали, что антигенность обрабо-
танных формальдегидом вирусных препа-
ратов существенно снижалась [3].

Следующей группой веществ, применя-
емых для инактивации микроорганизмов, 
являются так называемые «генотоксичес-
кие» соединения. Инактивирующее дейс-
твие соединений этого класса состоит в 
взаимодействии их с компонентами генома 
биологического объекта, вызывая в нем 
необратимые структурные изменения.

Среди инактивантов генотоксического 
типа наиболее широкое практическое ис-
пользование приобрели бета-пропиолак-
тон и соединения азиридинового ряда (про-
изводные этилена).

Бета-пропиолактон (результат взаи-
модействия формальдегида (CH

2
O) с ке-

теном (CH
2
=С=О)) широко применяют в 

качестве инактиванта, антисептика и де-
зинфицирующего средства. Однако, срав-
нительные исследования инактивирующе-
го действия этого соединения и некоторых 
азиридинов, показали, что после воздейс-
твия бета-пропиолактоном сохраняемость 
антигенных свойств вируса была сущест-
венно ниже. Это обстоятельство указыва-
ло на то, что данный инактивант, вероятно, 
изменял архитектонику структурных бел-
ков вириона.

Изучение динамики инактивирующего 
действия азиридинов показало, что оценки 
остаточной инфекционности вируса, уста-
новленные через фиксированные интерва-
лы времени (в диапазоне до 20 часов) пос-
ле воздействия таких соединений как АЭИ 

ЭИ и БЭИ демонстрировали распределе-
ния, близкие к логарифмически линейным. 
Это, в свою очередь, позволяло достаточ-
но надежно контролировать процесс инак-
тивации и строить несложные регрессион-
ные модели, на основе которых прогнози-
ровать ожидаемую остаточную концент-
рацию инфекционного агента, в том числе, 
и за пределами рамок эмпирически доступ-
ного диапазона измерений.

Важно отметить, что результаты специ-
альных исследований антигенных свойств 
инактивированного производными этиле-
на вируса ящура, относящего к различным 
иммунологическим типам, свидетельство-
вали, что препараты АЭИ, ЭИ и БЭИ ми-
нимально изменяли ответственные за ан-
тигенность белковые структуры вириона. 
Здесь следует добавить, что антигены, по-
лученные как результат инактивации ви-
руса азиридинами, значительно дольше со-
храняли свои свойства при хранении [2,4].

Сравнительное исследование антиген-
ных свойств вируса ИБК после инактива-
ции его формалином, бета-пропиолакто-
ном, метиленимином и этиленимином по-
казало, что наименьшее воздействие на ан-
тигенные детерминанты вириона оказал 
этиленимин.

Материалы и методы
Вирус ИБК (характеристика произ-

водственного штамма). Вакцинный про-
изводственный штамм «Калужский» виру-
са ИБК был паспортизирован 20.05.2005 г. 
в ФГУ «Всероссийский государственный 
Центр качества и стандартизации лекарст-
венных средств для животных и кормов» 
(ФГУ ВГНКИ) и депонирован во Всерос-
сийской государственной коллекции штам-
мов микроорганизмов, используемых в ве-
теринарии и животноводстве. Регистраци-
онный номер штамма «Калужский» «№-
121 ДЕП». Местами поддержания и хране-
ния штамма «Калужский» «№-121 ДЕП» 
определены музеи культур микроорганиз-
мов ФГУ ВГНКИ и ФГУ ВНИИЗЖ.

При проведении опыта штамм исполь-
зовали в виде суспензии экстраэмбрио-
нальной жидкости (ЭЭЖ) свободных от 
патогенных факторов (СПФ) эмбрионов 
кур. В работе использован вирус восьмо-
го пассажа.

Растворы и реактивы. Все работы, 
связанные с получением и исследованием 
вируссодержащих суспензий проводили на 
физиологическом растворе (NaCl, 0,85%; 
рН 7,0÷7,2) категории «х.ч.». При необходи-
мости в растворы добавляли гентамицин 
из расчета 250-500 мкг/мл.
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Для инактивации инфекционности ви-
руса ИБК использовали аминоэтилэти-
ленимин (АЭЭИ) производства Покровс-
кого завода биопрепаратов с содержани-
ем основного вещества 25%. Рабочий рас-
твор аминоэтилэтиленимина готовили пу-
тем разбавления коммерческого препара-
та стерильной бидистиллированной водой 
до 10% концентрации; рН раствора дово-
дили до 7,4-7,6 5М уксусной кислотой. При-
готовление рабочего раствора АЭЭИ про-
водили за 20-30 минут до внесения в вирус-
содержащую суспензию.

Контроль авирулентности антиге-
на вируса ИБК. Инактивированный вирус 
контролировали на авирулентность двук-
ратным пассированием на развивающих-
ся СПФ-эмбрионах кур 9-11 суточного воз-
раста.

Подопытная птица. В качестве под-
опытной птицы использовали клиничес-
ки здоровых цыплят кроссов «Хайсекс ко-
ричневый» в возрасте 90-120 суток. Экспе-
рименты с птицей проводили на базе вива-
рия ФГУ ВНИИЗЖ в боксовых помеще-
ниях, предназначенных для работ с особо 
опасными болезнями сельскохозяйствен-
ных животных.

Птиц содержали по 10-15 голов в клет-
ках, оборудованных навесными кормушка-
ми и поилками. Рацион кормления, темпе-
ратурный и влажностный режимы, так же 
освещенность помещений в основном со-
ответствовали зоогигиеническим нормам 
содержания птиц данной возрастной кате-
гории.

До эксперимента 
пробы сыворотки кро-
ви птиц исследовали в 
ИФА на присутствие 
антител к вирусу ИБК. 
Все работы проводи-
ли на птице, не имею-
щей иммунитета к виру-
су ИБК.

Иммунофермент-
ный анализ (ИФА). Сы-
воротки крови интакт-
ных и иммунизирован-
ных птиц исследовали 
в непрямом твердофаз-
ном ИФА (на планше-
тах с иммобилизован-
ным антигеном). Для 
постановки ИФА ис-
пользовали диагности-
ческие наборы фирмы 
KPL. В соответствии с 
инструкцией по исполь-

зованию наборов определяли наличие ан-
тител к вирусу ИБК (положительная реак-
ция) и, согласно приведенным формулам, 
оценивали величину их титра (обработку 
показателей оптической плотности тести-
руемых проб и последующие расчеты про-
изводили на совмещенном с компъютером 
спектрофатометре-ридре «STL», Австрия).

Реакцию считали положительной, если 
титр антител был равен или превосходил 
значение 1:800.

Результаты и обсуждение
Вируссодержащюю суспензию под-

вергали химической стерилизации с це-
лью получения инактивированного виру-
са (вирусного антигена). Процедуру ина-
ктивации производили в асептических ус-
ловиях в герметичной емкости (реакторе), 
где было обеспечено термостатирование 
(25±1°С) и перемешивание содержимого 
со скоростью около 200 об./мин. В реактор 
добавляли инактивант (раствор аминоэти-
лэтиленимина с предварительной коррек-
цией pH-показателя в диапазоне 7,4-7,6) из 
расчета создания конечной концентрации 
0,05%. Продолжительность химической 
стерилизации вируссодержащего материа-
ла в режиме перемешивания и термостати-
рования составляла от 28 до 36 часов.

Конечным этапом процедуры инакти-
вации являлась нейтрализация инактиван-
та. Для этого в работающий в заданном ре-
жиме реактор вносили тиосульфат натрия 
(N

2
S

2
O

3
) из расчета эквимолярного соот-

ношения с аминоэтилэтиленимином.
Исследовали динамику инактивации 

Таблица 1
Динамика инактивации вируса ИБК при воздействии

0,05% аминоэтилэтиленимина (n=3)

Титр инфекционного вируса (lgT
inf

, ЭИД
50

/см3) установлен-
ный соответственно времени экспозиции в реакторе (часы)

Часы штамм «Калужский»

0 7,2±0,05

4 6,15±0,12

8 5,1±0,14

12 4,05±0,17

16 3,0±0,08

20 1,95±0,1

24 <

28 <

32 <

 Примечание: < - инфекционный вирус не выявлен
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вируса. С этой целью определяли инфек-
ционный титр вируссодержащей суспензии 
до обработки инактивантом и далее, через 
заданные интервалы времени, из реактора, 
где происходила инактивация, отбирали 
пробы и оценивали их остаточную ифек-
ционность. Полученные результаты пред-
ставлены в таблице 1.

В каждом эксперименте полученные 
текущие оценки инфекционного титра ви-
руса (lgТ

i 
– значения, установленные на i-

тый час наблюдения) нормировали по от-
ношению к величине исходного титра 
(lgT

0
) и вычисляли относительные показа-

тели остаточной инфекционности вида Δ
i
 = 

lgТ
i
 - lgT

0
. Распределение показателй Δ

i
 по 

временной оси позволяло построить доста-
точно адекватную (p≤0,05) регрессионную 
модель процесса.

Экспериментально установленная кон-
станта инактивации штамма «Калужский» 
вируса ИБК (k - коэффициент линейной 
регрессии показателя Δ

i
 для первых 20 ча-

сов экспозиции) составила значение k=(–
1,05)lgЭИД

50
/час. Данная величина находи-

лась в диапазоне доверительного интерва-
ла [(-0,59) ÷ (-0,70)] 

p≤ 0,05
 lgЭИД

50
/час. Раз-

вернутой моделью процесса было уравне-
ние вида

lg’Ti = (-0,36)+(-k)xti, [1]
где:’T

i
 – ожидаемое значение титра оста-

точной инфекционности; t
i
 – заданное вре-

мя воздействия инактиванта. Уравнение 
[1] позволило установить, что при сочета-
нии наиболее неблагоприятных условий, 
а именно - наибольшем эмпирически ус-
тановленном исходном титре инфекцион-
ного вируса в вируссодержащей суспен-
зии (T

0
=7,2 lgЭИД

50
/ см3) и наименьшей воз-

можной величине константы инактивации 
(k=(–0,59)lgЭИД

50
/час), ожидаемый пока-

затель остаточной инфекционности через 
32 часа воздействия инактиванта составит 
значение ’T

i
 =(-1,88)lgЭИД

50
/см3, т.е. при-

ближенно 0,013 ЭИД
50

/см3. Полученные в 
эксперименте отрицательные результаты 
титрования 32-часовых проб косвенно под-

твердили эти расчеты. Было сделано за-
ключение, что обнаружение инфекцион-
ного вируса в такой незначительной кон-
центрации имеющимися средствами инди-
кации маловероятно.

Провели дополнительные опыты по 
определению полноты инактивации виру-
са. С этой целью после 32 часов воздейс-
твия инактивантом повторно оценивали 
остаточную ифекционность проб вируссо-
держащей суспензии в цельном виде и его 
десятикратном разведении. Для испытания 
каждого разведения использовали не ме-
нее 20 эмбрионов кур, которым в алланто-
исную полость вносили испытуемый мате-
риал в объеме 0,2 мл. Через 7 суток экспо-
зиции признаков развития инфекционного 
процесса, обусловленного вирусом ИБК, в 
эмбрионах не установлено. Полученной от 
эмбрионов экстраэмбриональной жидкос-
тью заражали еще 20 эмбрионов кур и при 
отсутствии у них специфических призна-
ков свойственных ИБК материал считали 
авирулентным.

Проведенный опыт по инактивации ин-
фекционности штамма «Калужский» виру-
са ИБК показал эффективность данного 
режима. Однако, необходимо было устано-
вить антигенную активность полученных 
препаратов. С этой целью был изготов-
лен образец инактивированной вакцины 
против ИБК с использованием изучаемого 
штамма на основе адъюванта Montanide 
ISA-70. Антигенную активность вакцины 
испытывали на 40 цыплятах 90 суточного 
возраста, разделенных на 2 группы по 20 
голов в каждой, которым препарат вводи-
ли внутримышечно в область груди в объ-
еме 0,5 мл. Сыворотки крови птиц исследо-
вали на присутствие антител к вирусу ИБК 
в ИФА до использования препарата и че-
рез 28 суток после. К началу проведения 
опыта вся птица должна была демонстри-
ровать отсутствие антител к вирусу ИБК. 
Через 28 суток титр антител к вирусу ИБК 
в сыворотках крови птицы контрольной 
группы не должен был превышать фоно-

Таблица 2
Показатели антигенной активности образца вакцины на

основе антигена штамма «Калужский» (n=3)

Сутки

Титр антител к вирусу ИБК

Опытная
группа

Контрольная
группа

0 0,132±0,2 0,148±0,5

28 2,436±1,6 0,116±0,3

Примечание: титр антител в ИФА × на 1000
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ÏÐÎÁËÅÌÛ ÏÐÀÊÒÈ×ÅÑÊÎÉ ÂÅÒÅÐÈÍÀÐÈÈ

РЕЗЮМЕ
Отрабатывали методику получения инактивированного вируса инфекционного бронхита кур (ИБК) 
штамм «Калужский». Работа включала в себя изучение воздействия на вирус химического инакти-
ванта (аминоэтиэтиленимин) в заданной концентрации и температурном режиме, а также оценки ан-
тигенных свойств полученных в ходе опыта образцов инактивированной вакцины.

SUMMARY
Technique for the preparation of inactivated chicken infectious bronchitis virus, «Kaluzhsky» strain, was 
optimized. This included examination of the effect of chemical inactivant (aminoethyleneimine) on the virus 
at predetermined concentration and temperature as well as evaluation of antigenic properties of samples of 
inactivated vaccine prepared during the experiment.
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вых значений, в сыворотках крови птицы 
опытной группы среднее значение должно 
быть не менее 1:800. Полученные данные 
представлены в таблице 2.

Данные таблицы 2 демонстрируют при-
сутствие в крови птицы опытной группы 
антител к вирусу ИБК в защитных титрах, 
и, следовательно, высокую антигенную ак-
тивность полученного препарата.

Выводы
На основании проведенных исследова-

ний можно сделать выводы:
1. Для инактивации штамма «Калужс-

кий» вируса ИБК возможно применение 
аминоэтилэтиленимина в заданной кон-
центрации, температурном и временном 
режиме.

2. На основе полученного в данном ре-
жиме антигена возможно изготовление 
высокоиммуногенного вакцинного пре-
парата для специфической профилактики 
ИБК.

Введение
Репродуктивно-респираторный синд-

ром свиней причиняет значительный эко-
номический ущерб свиноводству многих 
стран мира, поэтому, возникает необходи-
мость своевременной постановки диагно-
за и проведения плановых мероприятий по 
профилактике и ликвидации очагов ост-
рых вспышек заболевания (3, 4, 5).

Диагностика РРСС основывается на 
анализе эпизоотологических, клиничес-
ких, патологоанатомических данных и ре-
зультатах лабораторных исследований (1, 

2, 4). Антиген вируса РРСС выявляют в за-
фиксированных в формалине срезах тка-
ней органов при помощи НРИФ и других 
тестов, геном вируса - в ПЦР (7, 8).

НРИФ является экспресс методом в диа-
гностике РРСС и обладает большой чувс-
твительностью и специфичностью. Выяв-
ление вируса РРСС при помощи НРИФ в 
патологических материалах с использова-
нием перевиваемой культуры клеток поз-
воляет протестировать большое коли-
чество проб, значительно сократить срок 
получения результатов, а также заметно 
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