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Отработка режимов инактивации вируса  
геморрагической болезни кроликов 1-го и 2-го типов

РЕЗЮМЕ
Цель настоящих исследований состояла в подборе режимов инактивации вируса геморрагической болезни кроликов 1-го (RHDV1) и 2-го (RHDV2) типов 
для использования полученных антигенов в составе инактивированных вакцин и диагностикумов. Изучали инактивирующее действие аминоэтилэти-
ленимина и β-пропиолактона в различных концентрациях в зависимости от времени экспозиции и температуры. Оценку инактивирующего эффекта 
используемого соединения соответственно принятым условиям испытания (концентрация, температура и время экспозиции) проводили на группе 
кроликов. Каждому животному делали внутримышечную инъекцию пробы инактивируемого материала в объеме 1 см3. По истечении максимального 
интервала экспозиции аналогичным образом испытывали пробу контрольного образца вирусного материала, который содержали при тех же условиях 
без добавления инактиванта. В опытных и контрольных группах повреждающее действие оценивали с помощью показателя летальности: L = m/n, где 
m – число погибших животных; n – общее количество кроликов в группе для испытания данной пробы инактивируемого материала. Посмертный диагноз 
подтверждали исследованием гомогената ткани печени кроликов на наличие соответствующих антигенов при помощи иммуноферментного анализа. 
Установили, что аминоэтилэтиленимин и β-пропиолактон не одинаково воздействовали на исследуемые варианты вируса. В целях максимального со-
хранения антигенных структур вируса считали, что оптимальными условиями инактивации будут следующие: для RHDV1 – аминоэтилэтиленимином 
в концентрации 0,3% при 37 °С и экспозиции 72 ч или β-пропиолактоном в концентрации 0,1–0,3% при 25–37 °С и экспозиции 24–48 ч; для RHDV2 – 
аминоэтилэтиленимином в концентрации 1,0% при 37 °С и экспозиции 72 ч или β-пропиолактон в концентрации 0,3% при 25 °С и экспозиции 24 ч.

Ключевые слова: Вирусная геморрагическая болезнь кроликов, инактивированная вакцина, аминоэтилэтиленимин, β-пропиолактон, инактивация 
вируса геморрагической болезни кроликов.
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На сегодняшний день на рынке ветеринарных пре-
паратов в Российской Федерации представлены вак-
цины против RHD, изготовленные из штаммов, отно-
сящихся к типу 1 [9]. Это определило цель настоящих 
исследований, а именно – подбор режимов инактива-
ции вируса геморрагической болезни кроликов 1-го 
и 2-го типов для использования полученных антигенов 
в составе инактивированных вакцин и диагностикумов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы. В исследования были включены следую-

щие штаммы вируса: RHDV1 – ВГБК1/ВНИИЗЖ (инфек-
ционный титр 3,00 ± 0,25 lg ЛД50/см3); RHDV2 – ВГБК2/
ВНИИЗЖ (инфекционный титр 4,00 ± 0,25 lg ЛД50/см3).

Вируссодержащий материал. Для исследований ис-
пользовали 10%-ю тканевую суспензию (вес/объем), 
полученную из ткани печени кроликов, инфицирован-
ных RHDV1 и RHDV2. Гомогенат готовили на физиологи-
ческом растворе (0,9%-й раствор NaCl). Диспергирова-
ние выполняли на лабораторном измельчителе тканей 
при 10 000 об/мин в течение 10 мин. Тканевой гомоге-
нат хранили в холодильнике при минус 20  °C. Перед 
использованием в  эксперименте в  размороженный 
материал вносили хлороформ (2% по объему) и высоко- 
молекулярный полигексаметиленгуанидин гидро-
хлорид (0,1% по объему), активно перемешивали и цент-
рифугировали при 500 g в течение 20 мин. Для дальней-
шей работы использовали надосадочную жидкость. 

Реакция гемагглютинации. Определение гемагглю-
тинирующей активности вируса проводили в соответ-
ствии с  методикой, изложенной в  Руководстве МЭБ 
по диагностическим тестам и вакцинам для наземных 
животных [1]. Гемагглютинирующая активность приго-
товленного вируссодержащего материала составляла 
не менее 1:1280–1:2560 ГАЕ.

ВВЕДЕНИЕ
Геморрагическая болезнь кроликов (RHD)  – вы-

сококонтагиозное заболевание, характеризующее-
ся острым течением, явлениями геморрагического 
диатеза во всех органах и  тканях и  высокой леталь-
ностью (80–100%) [1]. Возбудителем болезни является 
РНК-содержащий вирус, который относится к семей-
ству Caliciviridae, роду Lagovirus, генетически связан 
с вирусом синдрома европейского бурого зайца [2]. Ви-
рионы диаметром 20–40 нм имеют сферическую форму, 
обладают гемагглютинирующими свойствами [3, 4].

Впервые RHD была зарегистрирована в Китае в 1984 г., 
в провинции Цзянсу у ангорских кроликов, завезенных 
из ФРГ. Затем заболевание получило распространение 
в странах Европы и Азии [5]. По данным Всемирной ор-
ганизации здравоохранения животных (МЭБ), на 2020 г. 
неблагополучными по RHD признаны Дания, Бенин, Ис-
ландия, Канада, США, Мексика, Финляндия.

Считается, что в  природе неопределенно долгое 
время циркулировали слабовирулентные варианты ви-
руса RHD. Однако в последние десятилетия произошли 
существенные эволюционные изменения возбудителя, 
которые выразились в значительном увеличении его 
вирулентности [3].

В 2010 г. во Франции был выделен вирус RHD типа 2 
(RHDV2). Средняя гомология участка генома, кодирую-
щего основной капсидный белок VP60, нового вариан-
та вируса и известных штаммов данного возбудителя 
(RHDV1) составила 87%. При этом, что наиболее важно, 
вакцины на основе RHDV1 не были эффективны [6].

В России к 2018 г. было зарегистрировано несколь-
ко случаев болезни, обусловленных RHDV2 [7]. Харак-
терным признаком, отличающим новый тип вируса 
от RHDV1, является способность поражать молодняк 
кроликов, не достигший 2-недельного возраста [8].

SUMMARY
The purpose of these studies was to optimize RHDV type 1 and 2 (RHDV1 and RHDV2) inactivation modes to use the obtained antigens in inactivated vaccines and 
diagnosticums. The inactivating effect of aminoethylethylenimine and β-propiolactone was studied in different concentrations in correlation with the exposure 
time and temperature. The correlation between the inactivating effect of the compound used and the accepted test conditions (concentration, temperature, and 
exposure time) was studied on a group of rabbits, each of which was injected intramuscularly with 1 cm3 of the inactivated material sample. At the end of the 
maximum exposure interval, a control sample of the viral material, kept under the same conditions without any inactivant added was similarly tested. Lethality 
was considered to evaluate the damaging action in the test and control groups: L = m/n, where m is the number of dead animals; n is the total number of rabbits 
in the group for testing of the inactivated material sample. The postmortem diagnosis was confirmed by testing the rabbit liver tissue homogenate for relative 
antigens using ELISA. It was found that aminoethylethylenimine and β-propiolactone did not have the same effect on the studied variants of the virus. In order to 
preserve at maximum the antigenic structures of the virus, the following inactivation modes were considered to be optimal: for RHDV1-aminoethylethylenimine at a 
concentration of 0.3% at 37 °C, exposure time – 72 hours, or β-propiolactone at a concentration of 0.1–0.3% at 25–37 °С, exposure time – 24–48 hours; for RHDV2 – 
aminoethylethylenimine at a concentration of 1% at 37 °C, exposure time – 72 hours, or β-propiolactone at a concentration 0.3% at 25 °С, exposure time – 24 hours.

Keywords: Viral hemorrhagic disease of rabbits, inactivated vaccine, aminoethylethylenimine, β-propiolactone, inactivation of rabbit hemorrhagic disease virus.
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Иммуноферментный анализ (ИФА). Наличие антиге-
на вируса RHD определяли с использованием набора 
INgezim RHDV DAS (Ingenasa, Испания) в соответствии 
с прилагаемой инструкцией [10].

Животные. Для проведения исследований исполь-
зовали 360 невакцинированных против ВГБК кроликов 
породы советская шиншилла (в возрасте 45 суток, жи-
вой массой 1,0–1,5 кг) из хозяйств, благополучных по 
инфекционным болезням. Животных содержали груп-
пами в изоляторах с автономными системами поения 
и кормления.

Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с межгосударственными стандартами 
по содержанию и уходу за лабораторными животными 
ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-2014, принятыми Меж-
государственным советом по стандартизации, метро-
логии и сертификации, а также согласно требованиям 
Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза от 22.09.2010 по охране жи-
вотных, используемых в научных целях.

Для эвтаназии кроликов использовали пары три-
хлорметана.

Инактиванты. Для инактивации вируссодержа-
щих материалов использовали аминоэтилэтиленимин 
в виде 15%-го водного раствора (АЭЭИ, ООО НПП «Био-
химсервис», Россия) и β-пропиолактон (Acros Organics, 
США).

Инактивация. β-пропиолактон перед использова-
нием разбавляли фосфатно-буферным раствором до 
концентрации 10%. Предварительно pН рабочего рас-
твора АЭЭИ с помощью уксусной кислоты доводили 
до 8,2–8,3. Подготовленные инактиванты добавляли 
в вируссодержащий материал до заданных конечных 
концентраций. Процедуру инактивации проводили 
при 25 и 37  °С. Через заданные интервалы времени 
производили отбор проб для определения полноты 
инактивации вируса. При тех же условиях содержали 
образец вируссодержащего материала без добавле-
ния инактиванта (контроль). Пробы контрольного об-
разца отбирали по истечении наибольшего интервала 
 экспозиции.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Оценку различий инактивирующего эффекта иссле-

дуемых соединений в зависимости от концентрации, 
температуры и  времени экспозиции проводили на 
360 кроликах. Каждая опытная группа состояла из трех 
животных, каждому из которых делали внутримышеч-
ную инъекцию пробы инактивированного материала 
в объеме 1 см3. По истечении наибольшего интервала 
экспозиции аналогичным образом испытывали пробу 
контрольного образца. 

В течение 10  суток за подопытными животными 
вели клинические наблюдения. Регистрировали ле-
тальность, специфичность которой подтверждали по 
следующим признакам: наличие кровянистых или се-
розных пенистых экссудатов вокруг носа; увеличение 
печени, дистрофические изменения в  ней; мрамор-
ность легких; дряблость почек, их цвет (от светло- до 
темно-красного), наличие на капсуле точечных или по-
лосчатых кровоизлияний с нечетко выраженными кра-
ями; гиперемия и геморрагии в кишечнике, наиболее 
выраженные на вершинах складок [11]. 

В опытных и  контрольных группах повреждаю-
щее действие оценивали по показателю летальности 

L = m/n, где m – число погибших животных; n – общее 
количество кроликов в группе, сформированной для 
испытания данной пробы инактивируемого материала.

Посмертный диагноз дополнительно подтверждали 
исследованием гомогената печени кроликов на нали-
чие антигена RHDV при помощи ИФА. Полноту инакти-
вации исследуемых материалов подтверждали по от-
сутствию антигена RHDV в органах выживших кроликов 
через 10 суток после введения тестируемых образцов 
инактивируемого материала.

Полученные результаты оценки инактивирующе-
го эффекта используемых соединений представлены 
в таблице.

В результате проведенного исследования установи-
ли, что:

–  штамм RHDV1 оказался высокочувствителен 
к β-пропиолактону. Образцы, полученные после воз-
действия всех испытанных концентраций инактиванта 
при всех условиях экспозиции, не содержали инфекци-
онный вирус (L = 0);

–  штамм RHDV1 показал определенную чувстви-
тельность к АЭЭИ. Полную инактивацию возбудителя 
наблюдали при всех температурных режимах только 
после воздействия концентраций свыше 0,2%;

– штамм RHDV2 продемонстрировал определенную 
чувствительность ко всем испытанным концентраци-
ям β-пропиолактона. Однако для полной инактивации 
возбудителя при 25 °C требовались концентрация не 
менее 0,3% и экспозиция не менее 24 ч. При 37 °C, не-
зависимо от времени экспозиции, все испытанные 
концентрации обеспечивали полную инактивацию 
возбудителя.

–  штамм RHDV2 показал относительно высокую 
устойчивость к воздействию АЭЭИ. При 25 °C и концен-
трациях инактиванта до 1,0% возбудитель полностью 
сохранял биологическую активность практически на 
всех временных интервалах. Исключение составил ин-
тервал в 72 ч, где показатель летальности при концен-
трации 0,45% имел значение L = 2/3. Полную инакти-
вацию вируса при 25 °C наблюдали после воздействия 
1,0%-го инактиванта в течение 72 ч. При 37 °C полная 
инактивация вируса происходила при концентрации 
АЭЭИ 1,0%, независимо от времени экспозиции.

Следует отметить, что все контрольные образцы ви-
руссодержащих материалов обоих штаммов при всех 
испытанных условиях экспозиции сохраняли биологи-
ческую активность. Это исключает возможность спон-
танной инактивации вируса в процессе эксперимента. 

Результаты исследований гомогената ткани печени, 
полученной от погибших кроликов эксперименталь-
ных и контрольных групп, показали наличие антигена 
RHDV, что подтвердило специфическую гибель живот-
ных. Анализ гомогената ткани печени выживших кро-
ликов доказал полную инактивацию вируса.

ОБС У ЖДЕНИЕ
Возникновение нового варианта вируса, имеющего 

существенные антигенные отличия, всегда является 
значимым событием для данной экологической ниши. 
Этот феномен наглядно демонстрирует эпизоотиче-
ская ситуация в Австралии, где в мае 2015 г. был об-
наружен RHDV2. Ретроспективные исследования по-
казали, что вирусы данного семейства имеют скорость 
генетической эволюции (2,8–5,4) × 10–3 замены в год, 
которые происходят равномерно как в неструктурных, 
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так и в структурных белок-кодирующих областях гено-
ма. Однако у RHDV2 изменения области, кодирующей 
VP60 (внешний антиген вируса), наблюдались с непро-
порционально высокой частотой. Было сделано пред-
положение, что такого рода эволюционный процесс 
продолжается [12].

Считается, что в настоящее время, в связи с имму-
нологическими особенностями, RHDV2 имеет большой 
эпизоотический потенциал, что подтверждается дан-
ными о вытеснении штаммов RHDV1, которые ранее 
циркулировали в полевых условиях во Франции, Ис-
пании и Португалии [13].

Следует отметить, что RHDV2 не демонстрирует 
явных преимуществ по активности воспроизводства 

в макроорганизме. Накопление геномных копий это-
го типа возбудителя на 1 мг ткани печени кролика со-
ставляло 3 × 108, при этом RHDV1 репродуцировался до 
концентрации 2 × 108 геномных копий на миллиграмм 
ткани [12]. Данное обстоятельство ставит под сомнение 
утверждение, что показатель интенсивности репродук-
ции вируса RHD типа 2 является признаком его виру-
лентности.

В рамках поставленной цели исследований опре-
делили условия, при которых β-пропиолактон и АЭЭИ 
полностью инактивируют вирус геморрагической бо-
лезни кроликов типов  1 и  2, что позволит получить 
антигены, которые могут быть использованы для из-
готовления инактивированной вакцины.
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Таблица 
Оценка полноты инактивации RHDV1 и RHDV2 соответственно концентрациям химических соединений,  
температуре и времени экспозиции
Table 
Correlation between RHDV1 and RHDV2 inactivation completeness and the tested concentrations,  
temperature, and exposure time

Летальность кроликов после инъекции вирусной суспензии 
с добавлением β-пропиолактона

тип вируса D, %
25 °C 37 °C

24 ч 48 ч 72 ч 24 ч 48 ч 72 ч

RHDV1

0,10 0/3* 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

0,20 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

0,30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

контроль** 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

RHDV2

0,10 1/3 1/3 1/3 0/3 0/3 0/3

0,20 1/3 1/3 1/3 0/3 0/3 0/3

0,30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

контроль 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

Летальность кроликов после инъекции вирусной суспензии 
с добавлением АЭЭИ

тип вируса D, %
25 °C 37 °C

24 ч 48 ч 72 ч 24 ч 48 ч 72 ч

RHDV1

0,10 3/3 2/3 1/3 3/3 2/3 1/3

0,20 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3 1/3

0,30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

0,45 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

1,00 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

контроль 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

RHDV2

0,10 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

0,20 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

0,30 3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 1/3

0,45 3/3 3/3 2/3 3/3 2/3 1/3

1,00 1/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3

контроль 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

* Отношение погибших животных к общему количеству в группе; 
** суспензия без добавления инактиванта; D – концентрация инактиванта (%).
Цветом выделены условия, при которых летальный эффект отсутствовал.

* Ratio of dead animals to the total number of animals in the group; 
**suspension without inactivant; D –  inactivant concentration (%).
Conditions under which no lethal effect were observed are highlighted in color. 
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Выбор метода инактивации вируса, т.  е. способа 
устранения его инфекционной способности, может 
в полной мере определить иммунологические свой-
ства вакцины. Главными критериями эффективности 
избранного метода являются полнота и необратимость 
инактивации вируса, а также сохранение его первона-
чальных антигенных свойств.

Из химических соединений наиболее часто ис-
пользуют два типа инактиваторов: ретикулирующие 
(разрыхляющие) и алкилирующие. К агентам, ретику-
лирующим белки, относятся альдегиды (формальдегид, 
глутаральдегид и глицидальдегид). К алкилирующим 
агентам, которые воздействуют на структуру нукле-
иновых кислот, относятся β-пропиолактон, этилен-
имин и др. [14]. 

При оптимальных условиях β-пропиолактон инак-
тивирует, например, вирус ньюкаслской болезни без 
существенного изменения гемагглютинирующей, ней-
раминидазной и гемолизирующей активности. Это так-
же относится и к вирусу инфекционного бронхита кур, 
который после воздействия указанного соединения 
удовлетворительно сохраняет антигенные свойства. 
Однако повышение концентрации β-пропиолактона 
может привести к нежелательной реакции с вирусны-
ми белками и, как следствие, – к снижению антигенной 
активности [14].

Соединения, взаимодействующие с  вирусным 
геномом, называются генотоксическими. В  водных 
растворах такие инактиванты распадаются с образо-
ванием высокоактивных производных, содержащих 
избыточный положительный заряд – так называемую 
электрофильную группу (например, хлорэтиламин). 
Электрофильная группа взаимодействует с  отрица-
тельно заряженными (нуклеофильными) группами мо-
лекул ДНК или РНК, образуя стабильную ковалентную 
связь. При репликации такой нуклеотид, связанный 
с молекулами инактиванта, может быть не считан или 
неправильно считан полимеразой, что исключает его 
репликацию или приводит к летальным мутациям [15]. 
Важным обстоятельством является то, что азотсодер-
жащие гетероциклические соединения инактивируют 
вирусы в реакции первого порядка, при этом скорость 
инактивации и конечная точка с достаточной точно-
стью могут быть определены. Это позволяет объек-
тивно оценить безопасность конечного продукта [16].

Этиленимин и его N-ацетильное производное инак-
тивируют широкий спектр вирусов, принадлежащих 
к нескольким различным семействам, в условиях, ко-
торые не нарушают ферментативные или серологиче-
ские свойства ряда белков [17]. Результаты специальных 
исследований свойств вируса ящура различных типов, 
инактивированного производными этилена, свиде-
тельствовали, что препараты азиридинового ряда ми-
нимально изменяли ответственные за антигенность 
белковые структуры вириона [18]. Изучение структуры 
антигена вируса ящура после инактивации этиленими-
ном показало высокий процент 140S-компонента, соот-
ветствующего вирионам с сохраненной архитектоникой 
капсида [19]. При инактивации вируса инфекционного 
ларинготрахеита птиц формалином, β-пропиолактоном, 
метиленимином и  этиленимином установлено, что 
антиген, полученный после воздействия этиленимина, 
оказался наиболее иммуногенным [20]. 

Эффективность воздействия инактиванта зависит 
по крайней мере от трех факторов: заданной концен-

трации, температуры и  времени экспозиции. По  ре-
зультатам ПЦР было установлено, что концентрация 
бинарного этиленимина 0,001  М не влияла на ген 
гликопротеида вируса гриппа птиц в течение 8 ч экс-
позиции, тогда как концентрация 0,01 М уже через 4 ч 
изменяла структуру данного гена [21]. На примере ви-
руса ящура показано, что при повышении температу-
ры от 25 до 37 °С ацетилэтиленимин в концентрации 
0,01% ускорял процесс инактивации более чем на по-
рядок [22]. Если при обработке суспензии вируса ящу-
ра 0,05%-м ацетилэтиленимином при 37 °С в течение 
8 ч инфекционность возбудителя еще сохранялась, то 
при увеличении времени экспозиции до 12 ч вирус был 
инактивирован полностью [23].

Одним из важных преимуществ таких инактивантов, 
как β-пропиолактон и этиленимин, является то, что они 
полностью гидролизуются в течение нескольких часов 
с образованием нетоксичных продуктов, в связи с чем 
отпадает необходимость их нейтрализации [14].

Известно, что для инактивации вируса геморраги-
ческой болезни кроликов могут быть использованы 
формальдегид, теотропин (А-24) [24, 25]. В некоторых 
инструкциях по применению инактивированных вак-
цин против данного заболевания в качестве инактиван-
та указан формалин [26, 27].

В Российской Федерации на рынке ветеринар-
ных препаратов для специфической профилактики 
геморрагической болезни кроликов представлено 
несколько инактивированных вакцин: «Вакцина про-
тив вирусной геморрагической болезни кроликов 
тканевая инактивированная гидроокисьалюминие-
вая» (ФГБНУ   ФИЦВиМ, Россия)  [26]; «Лапимун Гем-2» 
(BioTestLab, Украина)  [27]; Pestorin (Bioveta, Чешская 
Республика)  [28]; «Раббивак-V» (ООО  «ТД  «Биагро», 
Россия) [29]. Кроме этого, в 2018 г. была зарегистриро-
вана векторная вакцина «Нобивак Myxo-RHD» (Intervet 
International B.V., Нидерланды), содержащая рекомби-
нантный вирус миксоматоза, в ДНК которого встроены 
гены, кодирующие капсидные протеины вируса гемор-
рагической болезни [30].

Однако только в составе препарата «Лапимун  Гем-2» 
официально указано присутствие антигенов RHDV1 
и RHDV2.

Поскольку уровень перекрестной защиты при им-
мунизации моновакцинами на основе RHDV1 и RHDV2 
является недостаточным, и  правильным решением 
данной проблемы может быть только комбинирован-
ная вакцинация с использованием обоих антигенных 
типов [1], считали целесообразным провести разработ-
ку способов получения данных антигенов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные при оценке инактивирующего эффекта 

используемых в исследовании соединений результа-
ты показали, что АЭЭИ и β-пропиолактон не одинако-
во воздействовали на вирус геморрагической болезни 
кроликов 1-го и 2-го типов. RHDV1 обладал значитель-
но бóльшей чувствительностью к  воздействию ис-
пользованных инактивантов. В целях максимального 
сохранения антигенных структур вируса считали, что 
оптимальными условиями его инактивации будут сле-
дующие: 

– для RHDV1 – АЭЭИ в концентрации 0,3% при 37 °С 
и экспозиции 72 ч или β-пропиолактон в концентрации 
0,1–0,3% при 25–37 °С и экспозиции 24–48 ч;
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