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Представлены экспериментальные данные кинетики инактивации вакцинного штамма вируса гепатита утят 
типа I повышенной температурой и аминоэтилэтиленимином (АЭЭи). Показано, что вакцинный штамм 3М-
УнииП вируса гепатита утят типа I оказался сравнительно термостабильным при 56oC и чувствительным 
к действию АЭЭи, время полной инактивации вируса составляет 24 ч в конечной концентрации 0,1% при 
37 0С. Полученные результаты позволяют утверждать, что АЭЭи можно использовать в качестве инакти-
ватора при изготовлении инактивированной вакцины против вирусного гепатита утят типа I.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кинетика инактивации; вирус гепатита утят; температура; формальдегид.
Для цитирования: Трефилов Б.Б., Никитина Н.В., Леонов И.К. Кинетика инактивации вируса гепатита утят типа I  
(Avihepatovirus, Picornaviridae). Вопросы вирусологии. 2018; 63(3): 135-138. DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-
2018-63-3-135-138

Trefilov B.B., Nikitina N.V., Leonov I.K.
THE KINETICS OF THE INACTIVATION OF THE HEPATITIS VIRUS TYPE I (AVIHEPATOVIRUS, 

PICORNAVIRIDAE)
All-Russian Research Veterinary Institute of Poultry Science, Branch of the Federal State Budget Scientific Institution 
Federal Scientific Center “All-Russian Research and Technological Poultry Institute”, St. Petersburg - Lomonosov, 
198412, Russian Federation
Experimental data on the kinetics of the inactivation of the vaccine strain of the duckling hepatitis virus of the 
type I with increased temperature and aminoethyl ethylenimine are presented. It was shown that the vaccine 
strain 3M-UNIIP of the hepatitis virus of ducklings of type I was comparatively thermostable at 56°C and sensitive 
to the action of aminoethyl ethylenimine; the time of complete inactivation of the virus at a final concentration of 
0.1% at 37°C was 24 h. The obtained results suggest that aminoethyl ethylenimine can be used as an inactivator 
in manufacturing inactivated vaccine against viral hepatitis of ducklings of type I.

K e y w o r d s: kinetics of inactivation; hepatitis virus of ducklings; temperature; formaldehyde.
For citation: Trefilov B.B., Nikitina N.V., Leonov I.K. The kinetics of the inactivation of the hepatitis virus type I (Avihe-
patovirus, Picornaviridae). Voprosy Virusologii (Problems of Virology, Russian journal). 2018; 63(3):135-138 . (In Russ.).                                                                          
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2018-63-3-135-138
For correspondence: Boris B. Trefilov, Doctor of Veterinary Sciences, Professor, Chief Researcher of the Department of 
Virology and Tumor Bird Diseases named after R.N. Korovin, All-Russian Research Veterinary Institute of Poultry Science, 
Branch of the Federal State Budget Scientific Institution Federal Scientific Center “All-Russian Research and Technological 
Poultry Institute”, St. Petersburg - Lomonosov, 198412, Russian Federation. E-mail: boris.trefilow@yandex.ru
Information about authors:
Trefilov B.B., http://orcid.org/0000-0002-4721-6955
Nikitina N.V., http://orcid.org/0000-0002-7500-3172
Acknowledgment. The study had no sponsorship. 
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 24 October 2017
Accepted 12 December 2017

Для корреспонденции: Борис Борисович Трефилов, д-р вет. наук, профессор, главный научный сотрудник отдела вирусологии и опухо-
левых болезней птиц им. Р.Н. Коровина ВНИВИП, 198412, г. Санкт-Петербург – Ломоносов. Е-mail: boris.trefilow@yandex.ru



136

Problems of Virology. 2018; 63(3)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-3-135-138

ORIgInal ReseaRch

Введение
В утководческих хозяйствах промышленного типа возни-

кает опасность развития эпизоотии вирусного гепатита утят 
типа I, особенно среди вновь завозимого поголовья. Широ-
кое распространение болезни обусловлено высокой устойчи-
востью вируса к физико-химическим факторам, его длитель-
ным персистированием в организме переболевшей птицы, 
генетической вариабельностью и стационарной неблагопо-
лучностью хозяйств [1]. Вирус гепатита утят типа I классифи-
цирован как Avihepatovirus семейства Picornaviridae главным 
образом на основании морфологии и физико-химических 
свойств вириона, идентификации последовательностей, ор-
ганизации и видов генома [2]. Авторы различают 3 геноти-
па: DHAV-1, DHAV-2, DHAV-3 [3 – 6]. Вирус сравнительно 
стабилен при температуре, не превышающей 40–45oC, но 
инактивируется при более высоких температурах [7, 8]. Он 
устойчив к тепловой инактивации при 50oC в молярных рас-
творах NaCl, Na2SO4, MgCl2 и MgSO4 и стабилен при pH 3,0 
в течение 9 ч [9]. Вирус теряет инфекционную активность 
после воздействия на него формальдегида в конечной кон-
центрации 0,2% при 37oC в течение 8–9 ч [10].

Определение чувствительности вируса гепатита к физико-
химическим факторам имеет практическое значение в про-
изводстве и контроле инактивированных вакцинных препа-
ратов. В связи с этим целью данной работы было изучение 
кинетики инактивации штамма вируса гепатита утят при воз-
действии на него физико-химических факторов.

Материал и методы
В исследованиях использовали вакцинный штамм 3М-

УНИИП вируса гепатита утят типа I 10-го пассажа, культиви-
руемый в культуре утиных фибробластвов. Клеточную куль-
туру готовили из кожно-мышечной ткани 14–15-суточных 
утиных эмбрионов по общепринятой методике [11]. В каче-
стве ростовой питательной среды использовали среду Игла 
МЕМ и 199 в соотношении 2:1 с добавлением 10% сыворот-
ки крупного рогатого скота и антибиотиков: бензилпеницил-
лина 100 ЕД/см3 и стрептомицина сульфата 100 мкг/см3.

При определении устойчивости вируса к действию повы-
шенной температуры применяли вируссодержащую куль-
туральную жидкость, а к действию аминоэтилэтиленимина 
(АЭЭИ) – хорионаллантоисную жидкость заражённых ути-
ных эмбрионов после однократного замораживания и цен-
трифугирования при 1000 g в течение 20 мин.

Для изучения терморезистентности вируссодержащую 
жидкость разливали в пробирки по 1,0 см3, затем помещали 
в водяную баню при 56oC и выдерживали в течение 15, 30, 
40 и 60 мин. По истечении времени пробирки немедленно 
охлаждали в тающем льду.

Действие АЭЭИ испытывали в его конечных концентрациях 
0,02, 0,05 и 0,1 при 37,0 ± 0,5oC в течение 24 ч при постоянном 
перемешивании. Через каждые 6 ч отбирали пробы материала 
одновременно с контролем для определения инфекционного 
титра вируса. По окончании инактивации проводили нейтра-
лизацию остаточного количества АЭЭИ путем добавления 2 М 
раствора тиосульфата натрия до конечной концентрации 0,03 
М/дм³ и охлаждали суспензию до 4–8ºС. Титр вируса определя-
ли по Риду и Менчу по общепринятой методике [11]. Снижение 
титра вируса в процессе инактивации выражали отношением 
lg Vt/V0, где V0 – титр вируса до обработки, Vt – титр вируса 
после обработки в течение определенного времени. Константу 
скорости инактивации вычисляли по формуле: 

K = 2,3·Pt/P0 : t, 
где 2,3 – основание натуральных логарифмов; P0 – исходный 

титр вируса; Pt – титр обработанного вируса ко времени; t – 
время обработки вируса.

Полученные данные подвергали статистическому анализу 
с использованием критерия Стьюдента, считая их достовер-
ными при р < 0,05[12].

Результаты 
Тепловая инактивация. Результаты исследований термо-

инактивации, представленные в табл. 1, свидетельствуют о 
том, что вирус гепатита утят теряет инфекционную актив-
ность при нагревании до 56oC в течение 60 мин. Снижение 
титра через 30 мин экспозиции составило 0,37 lg/мин, а кон-
станта скорости инактивации равнялась 2,8 ·10-2 lg. 

Полученные данные указывают на то, что кривая инакти-
вации (рис. 1) оказалась двухкомпонентной: в течение 30 мин 
экспозиции снижение титра равнялось 63,2% исходной вели-
чины инфекционности, а в последующие 30 мин скорость 
инактивации существенно замедлилась и составила 36,8%.

Следовательно, в результате проведенных исследований 
установлено, что вакцинный штамм 3М-УНИИП вируса ге-
патита утят типа I оказался сравнительно термостабильным 
при 56oC.

Инактивация АЭЭИ. Полученные данные показали, что 
АЭЭИ в концентрациях 0,02 и 0,05% инактивировал инфек-

ционную активность вируса в 
течение 24 ч на 53,1 и 75% соот-
ветственно с кинетической ско-
ростью 6,5·10-2 и 3,4· 10-2 lg/ч. 
Под действием инактиванта в 
концентрации 0,1% вирус гепа-
тита полностью потерял инфек-
ционную активность в течение 
24 ч (табл. 2).

Данные кинетики инакти-
вации (рис. 2) свидетельству-
ют о том, что вирус гепатита 
утят чувствителен к действию 
АЭЭИ, снижение титра вируса 
следовало простой экспоненци-
альной кривой. 

Установлено, что скорость 
инактивации вируса была про-
порциональна концентрации 
препарата в вируссодержащей 
жидкости и времени его воз-
действия. При обработке виру-
са АЭЭИ в концентрации 0,1% 
константа его скорости инакти-
вации через 24 ч равнялась нулю  

Т а б л и ц а  1
Термодинамические параметры вируса гепатита при 56оС

Штамм 
вируса

Темпера
тура инак-

тивации, °С

Титр вируса, lg ТЦД50/0,2 см3, при: Константа скоро-
сти инактивации 

через 30 мин, lg Кин

рвремени обработки, мин
15 30 45 60

3М-УНИИП 56 3,23 ± 0,15 1,75 ± 0,3 1,75 ± 0,3 0 2, 8∙10-2 < 0,05
П р и м е ч а н и е. Исходный титр вируса (V0) равен 4,75 lg ТЦД50/0,2 см3. 

Т а б л и ц а  2
Чувствительность вакцинного штамма вируса к действию аЭЭИ

Штамм вируса
Концентра-
ция АЭЭИ, 

%

Инфекционный титр вируса, lg ЭЛД50/см3, при: Константа 
скорости 

инактивации 
через 24 ч, 

lg Кин

рэкспозиции инактивации, ч

6 12 18 24

3М -УНИИП   0,02 7,5 ± 0,1 6,75 ± 0,1   5,75 ± 0,2  3,75 ± 0,1    6,5·10-2 < 0,05
0,05 6,9 ± 0,2 6,3 ± 0,3 5,2 ± 0,3 2,0 ± 0,3     3,4·10-2 < 0,05
0,1 5,75 ± 0,3 4,5 ± 0,25 2,0 ± 0,1 0 < 0,05

Исходный титр 
вируса (V0) 8,0 lg

7,5 6,75 5,85 5,5
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(lg Kин = 0), что подтверждало полную потерю инфекционной 
активности вируса. Антигенные свойства вируса, инактивиро-
ванного температурой и АЭЭИ, и исходного вируса определя-
ли на 2-суточных утятах при подкожной инокуляции. Полу-
ченные данные показали, что исходный и инактивированный 
АЭЭИ антиген индуцировал выработку специфических анти-
тел в титре 8,0–9,0 log2, в то время как термоинактивированный 
антиген – 4,0–5,0 log2 в иммуноферментном анализе.

Обсуждение
Полученные результаты исследования направлены на раз-

работку инактивированной вакцины против вирусного ге-
патита утят типа I. Ключевым этапом в изготовлении инак-
тивированных вакцин является выбор метода инактивации 
вируса, т. е. способа устранения его инфекционной активно-
сти, что в полной мере определяет иммуногенные свойства 
вакцины. Главными критериями эффективности избранно-
го метода являются полнота инактивации и необратимость 
вирулентных свойств вируса с максимальным сохранением 
антигенных структур вирионов, обеспечивающих специфи-
ческий иммунный ответ у привитого организма [13]. 

Эксперименты по изучению скорости инактивации вируса 
гепатита под влиянием нагревания и производного азириди-
нового ряда (АЭЭИ) показали, что высокая температура вы-
зывала денатурирующее действие поверхностных белков ви-
риона, снижая тем самым антигенную специфичность вируса, 

в то время как данные оценки остаточной инфекционности 
вируса под действием АЭЭИ, установленные через опреде-
ленные интервалы времени после воздействия, демонстри-
ровали распределения,  близкие логарифмически линейным, 
что позволяло достаточно надежно контролировать процесс 
инактивации вируса. При обработке вируса АЭЭИ в конечной 
концентрации 0,1% константа его скорости инактивации через 
24 ч равнялась нулю (lg Kин = 0), что подтверждает потерю ин-
фекционной активности вируса с сохранением его антигенных 
свойств. Установленная прямая зависимость процесса инакти-
вации вируса гепатита от концентрации АЭЭИ в вируссодер-
жащем материале совпадает с ранее полученными данными 
относительно чувствительности вирусов к химическим аген-
там, применяемым в качестве инактивантов [14–16].

Заключение
На основании результатов проведенных исследований 

можно заключить, что повышенная температура и АЭЭИ спо-
собны инактивировать инфекционную активность вакцинно-
го штамма 3М-УНИИП вируса гепатита утят типа I, при этом 
штамм вируса оказался сравнительно термостабильным при 
56oC и чувствительным к действию АЭЭИ, время полной 
инактивации вируса –24 ч в конечной концентрации 0,1% 
при 37оС. Этот факт соответствует характеристике таксоно-
мического положения вируса в семействе Picornaviridae.
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Цель исследования – изучить иммуногенные свойства мозаичных рекомбинантных белков, сконструиро-
ванных на основе антигенов NS4A и NS4B вируса гепатита С (ВГС). Методами генной инженерии в системе 
E. coli были получены 4 мозаичных рекомбинантных белка, содержащих Т- и В-эпитопы антигенов NS4A 
и NS4B. Для усиления иммунного ответа они были соединены в различных вариантах с нуклеотидной по-
следовательностью мышиного интерлейкина-2 (IL-2), липопептида Neisseria meningitides и T-хелперного 
эпитопа нуклеокапсидного белка ВГС. иммуногенные свойства этих рекомбинантных белков были изу-
чены методами иммуноблоттинга, иммуноферментного анализа и ELISpot с использованием сывороток 
иммунизированных мышей и инфицированных ВГС людей. Рекомбинантные белки специфически реа-
гировали в иммуноблоттинге с сыворотками иммунизированных мышей и инфицированных пациентов. 
По данным иммуноферментного анализа, наблюдалось преимущественное образование антител к NS4B 
при иммунизации мышей рекомбинантным белком, содержащим оба антигена. Анализ продукции гамма-
интерферона Т-лимфоцитами при контакте с активированными дендритными клетками в ELISpot показал, 
что максимальная продукция этого цитокина отмечалась при расположении адъювантных компонентов 
на N- и С-концах рекомбинантного белка. наивысший уровень продукции гамма-интерферона при стиму-
ляции этим препаратом был выявлен в лимфоцитах из костного мозга и лимфатических узлов. Среди 
проанализированных четырёх препаратов наибольшее иммуностимулирующее действие оказывал ре-
комбинантный мозаичный белок, содержащий Т- и В-эпитопы NS4А и NS4B, мышиный IL-2 и липопептид 
Neisseria meningitides. Этот рекомбинантный белок образовывал наночастицы размером 100–120 нм. 
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