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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. При производстве гриппозных вакцин используются куриные эмбрионы, 
что сопровождается рисками контаминации конечного продукта микоплазмами птиц 
Mycoplasma gallisepticum и M. synoviae, представляющими потенциальную опасность для  
человека. В связи с этим актуальной представляется оценка эффективности инактивации 
указанных контаминантов на полупродуктах гриппозных вакцин с использованием инак-
тиваторов (β-пропиолактон, ультрафиолетовое облучение) и детергентов.
ЦЕЛЬ. Оценить динамику инактивации M.  gallisepticum и M.  synoviae в полупродуктах 
гриппозных вакцин при воздействии β-пропиолактона, ультрафиолетового облучения 
и детергентов (н-октил-β-D-глюкопиранозид, тетрадецилтриметиламмония бромид) 
для определения эффективности этих воздействий в условиях производства вакцин.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В работе использовали M.  synoviae штамм WVU1853 (АТСС) 
и M. gallisepticum (ФГБУ «ВГНКИ»). Для оценки динамики инактивации проводили конта-
минацию полупродуктов гриппозных вакцин, содержащих вирус гриппа человека, культу-
рами микоплазм в концентрации не менее 4 lg КОЕ/мл. Инактивацию осуществляли 
при следующих условиях: 0,09% β-пропиолактон при температуре 4  °C в течение 12 ч; 
ультрафиолетовое облучение (мощность 60 Вт) при толщине слоя контаминированных по-
лупродуктов ≤1,1 мм в течение 5 мин; 0,98% н-октил-β-D-глюкопиранозид и 0,07% тетра-
децилтриметиламмоний бромид при температуре 18 °C в течение 60 мин. Концентрацию 
микоплазм M. gallisepticum и M. synoviae в испытуемых образцах оценивали методом опре-
деления колониеобразующих единиц (КОЕ).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Сразу после внесения β-пропиолактона концентрация M.  gallisepticum 
снижалась на 1,88±0,20 lg КОЕ/мл, M. synoviae — на 2,17±0,37 lg КОЕ/мл. Через 4 ч инак-
тивации жизнеспособные микоплазмы обоих видов не обнаруживались. При воздей-
ствии ультрафиолетового облучения жизнеспособные M.  gallisepticum не обнаружива-
лись через 1 мин, а M.  synoviae  — через 0,5 мин. Сразу после добавления детергентов  
(н-октил-β-D-глюкопиранозида или тетрадецилтриметиламмоний бромида) жизнеспособ-
ные M. gallisepticum и M. synoviae не выявлялись.
ВЫВОДЫ. Все исследованные типы инактивации микоплазм при производстве гриппозных 
вакцин (β-пропиолактон, ультрафиолетовое облучение, н-октил-β-D-глюкопиранозид  
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и тетрадецилтриметиламмония бромид) обеспечивают снижение жизнеспособности 
M. gallisepticum и M. synoviae более чем на 4 lg КОЕ/мл. Описанные подходы к оценке дина-
мики инактивации микоплазм птиц могут быть использованы для изучения устойчивости 
других контаминантов к различным способам инактивации и химическим реагентам.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The use of chicken embryos in influenza vaccine production carries the risk 
of contaminating the final product with the avian mycoplasmas, Mycoplasma gallisepticum and 
M. synoviae, which pose a potential hazard to humans. Therefore, evaluating the effective-
ness of inactivating these contaminants in influenza vaccine intermediates using inactivators 
(β-propiolactone, ultraviolet irradiation) and detergents is important.
AIM. This study aimed to evaluate the inactivation dynamics of M. gallisepticum and M. synoviae 
in influenza vaccine intermediates following exposure to β-propiolactone, ultraviolet irradi-
ation, and detergents (n-octyl-β-D-glucopyranoside, tetradecyltrimethylammonium bromide) 
to determine their effectiveness under vaccine production conditions.
MATERIALS AND METHODS. M. synoviae strain WVU1853 (ATCC) and M. gallisepticum (VGNKI) 
were used. To assess inactivation dynamics, influenza vaccine intermediates containing human 
influenza virus were spiked with mycoplasma cultures at a concentration of at least 4 lg CFU/mL. 
Inactivation was performed under the following conditions: 0.09% β-propiolactone at 4 °C for 
12 hours; ultraviolet irradiation (60 W) with a layer thickness of the contaminated intermedi-
ates ≤1.1 mm for 5 min; 0.98% n-octyl-β-D-glucopyranoside and 0.07% tetradecyltrimethylam-
monium bromide at 18 °C for 60 min. The concentrations of M. gallisepticum and M. synoviae in 
the test samples were determined by the colony-forming unit (CFU) assay.
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RESULTS. Immediately after β-propiolactone addition, the concentration of M.  gallisepticum 
decreased by 1.88±0.20 lg CFU/mL, and that of M. synoviae decreased by 2.17±0.37 lg CFU/mL. 
After 4 hours of inactivation, no viable mycoplasmas of either species were detected. Under 
ultraviolet irradiation, viable M. gallisepticum were not detected after 1 min, and M. synoviae 
were not detected after 0.5 min. No viable M. gallisepticum or M. synoviae were detected imme-
diately after the addition of detergents (n-octyl-β-D-glucopyranoside or tetradecyltrimethyl-
ammonium bromide).
CONCLUSIONS. All studied mycoplasma inactivation methods used in influenza vaccine pro-
duction (β-propiolactone, ultraviolet irradiation, n-octyl-β-D-glucopyranoside, and tetradecyl-
trimethylammonium bromide) reduce the viability of M. gallisepticum and M. synoviae by more 
than 4 lg CFU/mL. The described approaches for assessing the inactivation dynamics of avian 
mycoplasmas can be used to study the resistance of other contaminants to various inactivation 
methods and chemical reagents.

Keywords:	 mycoplasmas; Mycoplasma gallisepticum; Mycoplasma synoviae; influenza vaccines; 
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tetradecyltrimethylammonium bromide
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ВВЕДЕНИЕ
Производство гриппозных вакцин сопрово-

ждается рисками контаминации готовой про-
дукции возбудителями зоонозных инфекций, 
в частности лейкозом птиц, аденовирусной 
инфекцией и микоплазмозом птиц, посколь-
ку основным сырьем при производстве вакци-
ны являются куриные эмбрионы. Для произ-
водства инактивированных гриппозных вакцин 
необходимо большое количество яиц, поэтому 
требование об использовании куриных эмбри-
онов, полученных от стад, свободных от пато-
генной микрофлоры (specific pathogen free, spf), 
практически нецелесообразно1. Несмотря 
на то, что куриные эмбрионы должны быть по-
лучены из хозяйств, благополучных по возбуди-
телям, патогенным для человека2, риск контами-
нации сохраняется. Следовательно, необходимо 
доказать, что выбранный метод инактивации 
вируса гриппа обеспечивает также инактивацию 
других потенциально опасных для человека па-
тогенов, включая микоплазмы птиц3.

У птиц обнаружено 23 вида микоплазм, 
из которых наиболее патогенными и распростра
ненными являются Mycoplasma  gallisepticum,  
M.  synoviae, M.  iowae и M. meleagridis  [1]. 
Некоторые штаммы этих микоплазм сохраня-
ют жизнеспособность на слизистой оболочке 
носа человека до 24 ч после эксперименталь-
ной инокуляции [2]. M. gallisepticum и M. synoviae 
являются единственными из контролируемых 
микоплазм у стад кур, свободных от специфи-
ческой патогенной микрофлоры, используемых 
для производства и контроля качества вакцин 
согласно Европейской фармакопее, в связи 
с чем они считаются приемлемыми объектами 
для выполнения оценки контаминации вакцин 
против гриппа [3].

M.  gallisepticum и M.  synoviae могут распро-
страняться как горизонтальным, так и верти-
кальным (трансовариальным) путем и хорошо 
выживают в аллантоисной жидкости и желтке 
куриного эмбриона  [4]. Микоплазмы не име-
ют клеточной стенки, ограничены трехслойной 

1	 Recommendations for the production and control of influenza vaccine (inactivated). Annex 3, TRS No 927. WHO. 2005. 
2	 ГОСТ Р 70610-2022 Яйца куриные инкубационные для иммунобиологических производств. 
	 ФС.3.3.1.0028.20 Вакцина гриппозная инактивированная. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 2023.
3	 Recommendations for the production and control of influenza vaccine (inactivated). Annex 3, TRS No 927. WHO. 2005. 
	 2.6.7. Mycoplasmas. European Pharmacopoeia. 11th ed. Suppl. 11.5. 2024.
	 Guideline on influenza vaccines — Quality module (EMA/CHMP/BWP/310834/2012 Rev.1). EMA. 2017.
	 Note for guidance on virus validation studies: The design, contribution and interpretation of studies validating the inactivation 

and removal of viruses (EMA/CPMP/BWP/268/95). EMA. 1996.
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мембраной, что обусловливает их неустойчи-
вость к факторам внешней среды, где они поги-
бают за короткий срок. Устойчивость микоплазм 
к способам инактивации зависит от используе-
мых реагентов и условий  [3, 5]. Согласно реко-
мендациям Всемирной организации здравоохра- 
нения (ВОЗ) выбранный метод инактивации дол-
жен обеспечивать инактивацию потенциально 
опасных для человека патогенов, включая мико-
плазмы птиц4.

Для расщепления вируса гриппа в произ-
водстве вакцин применяют формальдегид, 
β-пропиолактон (BPL) или ультрафиолетовое 
(УФ) облучение [6–8]. BPL инактивирует вирусы 
гриппа полнее и быстрее формалина, обеспечи-
вая безопасность и антигенность вакцины. Выбор 
концентрации BPL (0,09%) основан на требова-
ниях Европейской фармакопеи, производствен-
ных протоколах [9–11] и данных о том, что сни-
жение концентрации BPL до 0,05% недостаточно 
для удаления микоплазменных контаминантов 
из богатых белком сред. Инкубация при тем-
пературе 4  °C резко уменьшает микоплазмо-
цидную активность BPL  [3] и предпочтительна 
для снижения роста бионагрузки в процессе 
производства гриппозных вакцин.

Ультрафиолетовое облучение применяется 
как антимикробная мера более 100 лет; чув-
ствительность вирусов гриппа к УФ не меня-
ется, поэтому ожидается, что эффективность 
УФ в отношении новых штаммов вируса сохра-
нится  [12]. Выбор параметров УФ-облучения 
(мощность 60 Вт при толщине слоя контамини-
рованных полупродуктов ≤1,1 мм) обусловлен 
конструктивными особенностями промышлен-
ных установок, используемых при производстве 
гриппозных вакцин.

Для расщепления вируса гриппа также ис-
пользуют детергенты: катионные (тетрадецил-
триметиламмония бромид, цетилтриметил
аммония бромид), анионные (дезоксихолат 
натрия, н-октил-β-D-глюкопиранозид), неион-
ные (октоксинол 10, полисорбат 80)  [8–10]. 
Микоплазмоцидная активность цетилтриме-
тиламмония бромида, дезоксихолата натрия 
и октоксинола 10 была показана ранее  [3]. 
Концентрации детергентов могут варьировать 
в зависимости от протоколов производства 
вакцин. Выбранные в работе концентрации яв-
ляются наиболее распространенными в произ-
водстве гриппозных вакцин [13, 14].

Актуальность данной работы обусловле-
на распространением микоплазмоза птиц: 

серопревалентность к возбудителю респиратор-
ного микоплазмоза птиц в хозяйствах яичного 
направления, откуда поступают куриные эмбри-
оны, за пятилетний период варьировала от 16,70 
до 61,50%, к возбудителю инфекционного сино-
вита — от 50,00 до 78,57%5.

Цель работы  — оценить динамику инактива-
ции M. gallisepticum и M. synoviae в полупродуктах 
гриппозных вакцин при воздействии β-пропио-
лактона, ультрафиолетового облучения и детер-
гентов (н-октил-β-D-глюкопиранозид, тетраде-
цилтриметиламмония бромид) для определения 
эффективности этих воздействий в условиях 
производства вакцин.

Для выполнения цели были поставле-
ны следующие задачи: накопить штаммы 
M.  gallisepticum и M.  synoviae в концентрации 
не менее 4 lg КОЕ/мл; провести контаминацию 
полупродуктов гриппозных вакцин, содержа-
щих вирус гриппа человека; оценить снижение 
жизнеспособности микоплазм при воздействии 
инактиваторов и детергентов, используемых 
при производстве гриппозных вакцин, эффек-
тивность которых ранее не изучалась.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы
–– Mycoplasma synoviae, штамм WVU1853 (АТСС 
25204);

–– Mycoplasma gallisepticum, штамм S6 (ФГБУ «Всерос- 
сийский государственный Центр качества 
и стандартизации лекарственных средств 
для животных и кормов»);

–– стандартный образец (СО) тест-штамма 
Mycoplasma arginini G230 (ФГБУ «Научный 
центр экспертизы средств медицинского при-
менения» Минздрава России);

–– газогенераторная система Anaerocult C mini 
(Merck KGaA, Германия);

–– детергент β-пропиолактон, BPL (Ferak Berlin, 
Германия);

–– детергент н-октил-β-D-глюкопиранозид (OGP) 
(кат. № DO05161, Carbosynth, Англия);

–– детергент тетрадецилтриметиламмоний бро-
мид (TTAB) (кат. № 152109, MP Biomedicals, США).

Методы
Получение полупродуктов гриппозных вакцин

Получение вируссодержащей аллантоисной 
жидкости (ВАЖ). 9–11-дневные куриные эм-
брионы заражали актуальными рекомендо-
ванными ВОЗ вакцинными штаммами вируса 
гриппа человека (доза: 0,2 мл c инфекционной 

4	 Recommendations for the production and control of influenza vaccine (inactivated). Annex 3, TRS No 927. WHO. 2005.
5	 Козлов ДА, Меньщикова АЭ, Брундакова ТН, Волков МС. Серологический мониторинг инфекций птиц микоплазменной этио-

логии на территории Российской Федерации (2016–2020 гг.). ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных». 2022.
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активностью 102,0–104,5 ЭИД50). Инкубацию про-
водили при 35  °C в течение 48 ч для вируса 
гриппа А и в течение 72 ч — для вируса гриппа В. 
После инкубации эмбрионы охлаждали и соби-
рали ВАЖ [6, 15, 16].

Получение вирусных концентратов (ВК). ВАЖ 
фильтровали через каскад фильтров (диа-
метр пор 10, 6 и 1 мкм) с последующим кон-
центрированием с использованием ультра-
фильтрационной установки (предел отсечения 
300 кДа). Далее ВАЖ ультрацентрифугирова-
ли в градиенте плотности сахарозы (60–20%) 
и собирали фракции 40–25% сахарозы. ВК 
разводили до 1,0 мг/мл (для УФ-облучения) 
и до 1,5 мг/мл (для обработки детергента-
ми) [15, 16]. Для экспериментов с детергентами 
предварительно инактивировали вирус гриппа 
на стадии ВАЖ для моделирования процесса  
производства.

Культивирование M. gallisepticum и M. synoviae
Для исключения возможности контаминиро-

вания гриппозных вакцин потенциально опас-
ными для человека патогенами необходимо 
обеспечить снижение нагрузки контаминанта 
не менее чем на 4 lg. Этот критерий (снижение 
на 4 lg и более) ранее использован в работах 
по инактивации возбудителей лейкоза и аде-
новируса птиц  [15, 16] и свидетельствует о вы-
раженной эффективности в отношении иссле-
дуемого патогена6. Поэтому накапливали 
микоплазмы до концентрации ≥4 lg КОЕ/мл.

Для накопления и культивирования 
M.  gallisepticum и M.  synoviae использова-
ли жидкую питательную среду на основе 
Mycoplasma Broth Base (HiMedia, Индия), лоша-
диной сыворотки (АО «НПО «Микроген», Россия), 
экстракта дрожжей (HiMedia, Индия), глюкозы 
(кат. № 143140, PanReac, Испания), оксациллина 
(ОАО  «Синтез», Россия) и 1% фенолового крас-
ного (кат.  №  UVCH-5170, ООО «Невареактив», 
Россия)7. Проводили серийные десятикрат-
ные разведения. Для контроля процесса роста 
культуры использовалась неинокулированная 
пробирка с ростовой средой.

M. gallisepticum инкубировали в течение 7 сут 
в аэробных условиях при температуре 37±1  °C 
(ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», Россия). Рост оце-
нивали по мутности и изменению цвета среды 
с красного на желтый. В первых разведениях 
штамма M.  gallisepticum наблюдали повышение 

мутности и изменение цвета через 48–72 ч, в по-
следующих пассажах — через 24–48 ч.

M.  synoviae инкубировали в течение 14 сут 
при температуре 37±1  °C. Повышение мутно-
сти первых разведений штамма наблюдали 
через 13–14 сут; цвет среды приобретал слабо- 
оранжевый оттенок.

Оценка динамики инактивации
Оценку динамики инактивации микоплазм 

осуществляли путем определения концен-
трации колониеобразующих единиц (КОЕ/мл)  
M.  gallisepticum и M.  synoviae в отобранных 
в разные периоды времени пробах с исполь-
зованием чашечного метода на жидкой пита-
тельной среде для накопления микоплазм с до-
бавлением 1,3% агара8. Готовую плотную среду 
разливали по 7–9 мл в чашки Петри (диаметр 
60 мм). Избыток влаги удаляли короткой инкуба-
цией при 37 °C. Чашки хранили при температуре 
2–8 °C до 14 сут.

Для оценки жизнеспособности бульонную 
культуру микоплазм (0,2 мл) наносили на агар 
и равномерно распределяли. Чашки перевора-
чивали и помещали в термостат для инкубации. 
Показатель КОЕ/мл определяли поверхностным 
методом посева десятикратных разведений 
бульонной культуры на плотную питательную 
среду с последующей инкубацией и подсчетом 
колоний (каждая колония  — из одной жизне-
способной клетки); из каждого разведения де-
лали параллельные высевы на несколько чашек.

Чашки инкубировали, используя газогенери-
рующие пакеты Anaerocult C mini (аэрофильные 
условия). Через 7 сут поверхность агара про-
сматривали под микроскопом Eclipse E200 (Nicon, 
Япония; увеличение 40× и 100× в косопроходя-
щем свете), определяли среднее количество ко-
лоний, выросших при посеве каждого разведе-
ния. Значение КОЕ/мл выражали в lg; снижение 
показателя рассчитывали как разность между 
lg КОЕ/мл до и после инактивации.

Оценка инактивации микоплазм β-пропиолакто-
ном в вируссодержащей аллантоисной жидкости. 
Эксперимент проводили на трех сериях ВАЖ [15, 16].  
Исследовательские образцы контаминировали 
M.  gallisepticum или M.  synoviae. Далее проводи-
ли инактивацию BPL: к 45,0 мл ВАЖ добавляли 
5,0 мл культуры микоплазм, 2,5 М NaCl (0,23 М)  
и BPL (до конечной концентрации 0,09%). 
В образцы положительного контроля вместо 

6	 Note for guidance on virus validation studies: The design, contribution and interpretation of studies validating the inactivation 
and removal of viruses (EMA/CPMP/BWP/268/95). EMA. 1996.

7	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. 2023.
8	 ОФС.1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XV изд. 2023.
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BPL вносили фосфатно-буферный раствор (ФБР, 
рН 7,2–7,6, кат.  №  В60201, ООО «Эко-сервис», 
Россия) в объеме, равном BPL. Образцы отрица-
тельного контроля готовили аналогично иссле-
довательским образцам, вместо культуры ми
коплазм вносили 5,0 мл ФБР. Далее все образцы 
выдерживали при температуре 4  °C в течение 
12 ч с перемешиванием в первые 2 ч. Отбор об-
разцов проводили через 0, 4, 6, 10 и 12 ч после 
сведения всех компонентов. Все эксперименты 
выполняли в трех повторностях. Расчет довери-
тельного интервала проводили с использовани-
ем коэффициента Стьюдента при доверительной 
вероятности 95%.

Оценка инактивации микоплазм в вирусных 
концентратах с помощью ультрафиолетового 
облучения. Эксперимент проводили на трех се-
риях ВК  [15, 16]. Исследовательские образцы 
контаминировали M. gallisepticum или M. synoviae. 
Далее проводили УФ-облучение с помощью бак-
терицидных ламп (15W G13 G15T8/OF, Россия). 
К 36,0 мл ВК добавляли 4,0 мл культуры мико-
плазм. Каждый образец разливали по 7 мл в пять 
чашек Петри (диаметр 9 см, толщина слоя ≤1,1 мм). 
Чашки помещали под установкой из четырех ламп 
(общая мощность 60 Вт) на расстоянии 20 см, изо-
лировали фольгой для минимизации рассеивания 
УФ-облучения. Инактивацию проводили при тем-
пературе 18  °C при облучении по следующей 
схеме: 1-я чашка — 0 с; 2-я чашка — 30 с; 3-я чаш-
ка — 1 мин; 4-я чашка — 2 мин; 5-я чашка — 5 мин. 
В качестве положительного контроля служили 
чашки с исследовательским образцом без облу-
чения. В отрицательном контроле вместо культур 
микоплазм добавляли 4,0 мл ФБР. Эксперименты 
выполняли в трех повторностях. Доверительный 
интервал рассчитывали с использованием коэф-
фициента Стьюдента при доверительной вероят-
ности 95%.

Оценка динамики инактивации микоплазм 
н-октил-β-D-глюкопиранозидом в вирусных кон-
центратах. Эксперимент проводили на трех се-
риях ВК. Исследовательские образцы ВК с кон-
центрацией белка 1,5 мг/мл контаминировали 
M. gallisepticum или M. synoviae. К 13,5 мл ВК до-
бавляли 1,5 мл культуры микоплазм и 1,5 мл ФБР 
с 162 мг OGP. К положительному контролю вме-
сто OGP добавляли 1,5 мл ФБР. К отрицательно-
му контролю вместо культур микоплазм добав-
ляли 1,5 мл ФБР. Далее образцы инкубировали 
при температуре 18 °C в течение 60 мин с пери-
одическим отбором проб для определения КОЕ. 
Эксперименты выполняли в трех повторностях. 
Доверительный интервал рассчитывали с ис-
пользованием коэффициента Стьюдента при до-
верительной вероятности 95%.

Оценка динамики инактивации микоплазм тет-
радецилтриметиламмоний бромидом в вирусных 
концентратах. Исследовательские образцы ВК 
(концентрация белка 1,5 мг/мл) контаминирова-
ли M.  gallisepticum или M.  synoviae. К 13,5 мл ВК 
добавляли 1,5  мл культуры микоплазм и 0,1 мл 
ФБР с 10,0 мг TTAB. К положительному контро-
лю вместо TTAB добавляли 1,5 мл ФБР. К отри-
цательному контролю вместо культур микоплазм 
добавляли 1,5 мл ФБР. Эксперименты выполняли 
в трех повторностях. Доверительный интервал 
рассчитывали с использованием коэффициента 
Стьюдента при доверительной вероятности 95%.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полная инактивация микоплазм M. gallisepticum  

и M. synoviae в ВАЖ под действием BPL с концен-
трацией 0,09% достигалась за 4 ч (табл. 1).

После воздействия УФ-облучения полная 
инактивация M. gallisepticum в вирусных концен-
тратах происходила через 1 мин, M.  synoviae  — 
через 30 с (табл. 2).

Под влиянием детергентов OGP (соотношение 
белок:детергент — 1:8) и TTAB (соотношение 1:0,5)  
полная инактивация M. gallisepticum и M. synoviae 
в вирусных концентратах происходила мгновен-
но (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
После внесения BPL в контаминиро-

ванную ВАЖ в первые минуты контакта 
жизнеспособность M.  gallisepticum снижа-
лась на 1,88±0,41 lg  КОЕ/мл, а M.  synoviae  — 
на 2,17±0,37 lg КОЕ/мл (табл. 1). Инкубация 
контаминированных ВАЖ с BPL в холодильной 
камере при температуре 4 °C в течение 4 ч при-
водила к снижению жизнеспособности M. galli-
septicum на 6,53±0,08 lg КОЕ/мл, а M. synoviae — 
на 5,70±0,09 lg КОЕ/мл (табл. 4).

УФ-облучение концентратов вируса грип-
па с концентрацией белка не более 1 мг/мл 
за 1 мин экспозиции приводило к снижению 
количества жизнеспособных M.  gallisepticum 
на 6,67±0,01 lg КОЕ/мл, за 0,5 мин экспозиции 
с M. synoviae на 5,70±0,09 lg КОЕ/мл (табл. 4).

Согласно данным проведенных ранее иссле-
дований  [15, 16], снижение титра аденовиру-
са и вируса лейкоза на 4 lg под действием BPL 
происходило через 10 и 12 ч соответственно, 
а под действием УФ-облучения — через 5 мин 
(табл. 4). Наши результаты согласуются с данными 
предыдущих исследований  [3], в которых уста-
новлено, что 22 вида микоплазм, включая птичьи 
микоплазмы M. gallisepticum, M. synoviae, M. iowae 
и Acholeplasma laidlawii, могут быть полностью 
инактивированы в течение 3–24 ч при комнатной 
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Таблица 1. Динамика инактивации M. gallisepticum и M. synoviae под действием β-пропиолактона (BPL) (количество микроор-
ганизмов, lg КОЕ/мл)
Table 1. Inactivation kinetics of M. gallisepticum and M. synoviae under the action of β-propiolactone (lg CFU/mL)

Образец
Sample

Наличие 
микоплазмы

Presence 
of mycoplasma 

Концентрация 
BPL, %

Concentration 
of BPL, %

lg КОЕ/мл в образцах, отобранных в указанные моменты времени, ч
lg CFU/mL in samples collected at the indicated time points, h

0 4 6 10 12

M. gallisepticum

ИО / TS + 0,09 4,66±0,17 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 6,54±0,04 6,53±0,08 6,59±0,05 6,59±0,04 6,59±0,06

К– / C– – 0,09 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

M. synoviae

ИО / TS + 0,09 3,50±0,31 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 5,72±0,12 5,70±0,09 5,71±0,04 5,70±0,05 5,63±0,07

К– / C– – 0,09 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. ИО — исследовательские образцы вируссодержащей аллантоисной жидкости (ВАЖ), контаминированные ми-
коплазмой; К+ — положительные контрольные образцы ВАЖ, не инактивированные BPL; К– — отрицательные контрольные 
образцы ВАЖ, не контаминированные микоплазмой; КОЕ — колониеобразующая единица; н/в — жизнеспособные микоплаз-
мы не выявлены; «+» — присутствие контаминанта; «–» — отсутствие контаминанта. Доверительный интервал рассчитывали 
с использованием коэффициента Стьюдента при доверительной вероятности 95%.
Note. BPL, β-propiolactone; TS, test samples of virus-containing allantoic fluid (VAF) contaminated with mycoplasma; C+, positive 
control samples of VAF not inactivated with BPL; C–, negative control samples of VAF not contaminated with mycoplasma; CFU, 
colony-forming unit; n/d, viable mycoplasmas not detected; +, presence of contaminant; –, absence of contaminant. Confidence 
intervals were calculated using Student's t-test (95% confidence level).

Таблица 2. Динамика инактивации M. gallisepticum и M. synoviae под действием ультрафиолетового (УФ) облучения при тол-
щине слоя ≤1,1 мм (количество микроорганизмов, lg КОЕ/мл)
Table 2. Inactivation kinetics of M. gallisepticum and M. synoviae under ultraviolet (UV) irradiation at a layer thickness of no more 
than 1.1 mm (lg CFU/mL)

Образец
Sample

Наличие 
микоплазмы
Presence of 
mycoplasma

Мощность, Вт
Power, W

lg КОЕ/мл в образцах, отобранных в указанные моменты времени, мин
lg CFU/mL in samples collected at the indicated time points, min

0 0,5 1 2 5

M. gallisepticum

ИО / TS + 60 6,67±0,09 3,36±0,37 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 6,67±0,01 н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a

К– / C– – 60 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a

M. synoviae

ИО / TS + 60 5,68±0,08 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 5,70±0,09 н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a

К– / C– – 60 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a н/и / n/a

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. ИО — исследовательские образцы вируссодержащей аллантоисной жидкости (ВАЖ), контаминированные ми-
коплазмой; К+ — положительные контрольные образцы ВАЖ, не инактивированные УФ; К– — отрицательные контрольные 
образцы ВАЖ, не контаминированные микоплазмой; КОЕ — колониеобразующая единица; н/в — жизнеспособные микоплаз-
мы не выявлены; н/и — не исследовано; «+» — присутствие контаминанта; «–» — отсутствие контаминанта. Доверительный 
интервал рассчитывали с использованием коэффициента Стьюдента при доверительной вероятности 95%.
Note. TS, test samples of virus-containing allantoic fluid (VAF) contaminated with mycoplasma; C+, positive control samples of VAF 
not inactivated with UV; C–, negative control samples of VAF not contaminated with mycoplasma; CFU, colony-forming unit; n/d, 
viable mycoplasmas not detected; n/a, not analysed; +, presence of contaminant; –, absence of contaminant. Confidence intervals 
were calculated using Student's t-test (95% confidence level).
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температуре в среде для микоплазм, содержащей 
0,2%  формальдегида и 0,1% BPL. Инактивация 
M.  gallisepticum ATCC 19610 с использованием 
0,05% BPL в полупродукте гриппозных вакцин 

при комнатной температуре достигалась за 3 ч  
на 8 lg КОЕ/мл.

Сопоставление с данными литературы 
по влиянию УФ-облучения на микоплазмы 

Таблица 3. Динамика инактивации M. gallisepticum и M. synoviae под действием детергентов н-октил-β-D-глюкопиранозида 
(OGP) и тетрадецилтриметиламмоний бромида (TTAB) (количество микроорганизмов, lg КОЕ/мл)
Table 3. Inactivation kinetics of M. gallisepticum and M. synoviae under the action of the detergents n-octyl-β-D-glucopyranoside 
(OGP) and tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB) (lg CFU/mL)

Образец
Sample

Наличие 
микоплазмы
Presence of 
mycoplasma

Концентрация 
OGP, %

Concentration of 
OGP, %

Концентрация 
TTAB, %

Concentration of 
TTAB, %

lg КОЕ/мл в образцах, отобранных в указанные моменты 
времени, мин

lg CFU/mL in samples collected at the indicated time points, min

0 30 60

M. gallisepticum

ИО / TS + 0,98 0 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 0 6,68±0,05 6,67±0,01 6,64±0,01

К– / C– – 0,98 0 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a

ИО / TS + 0 0,07 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 0 6,71±0,01 6,69±0,06 6,67±0,08

К– / C– – 0 0,07 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a

M. synoviae

ИО / TS + 0,98 0 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 0 5,70±0,04 5,69±0,07 5,66±0,10

К– / C– – 0,98 0 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a

ИО / TS + 0 0,07 н/в / n/d н/в / n/d н/в / n/d

К+ / C+ + 0 0 5,16±0,09 5,15±0,10 5,14±0,14

К– / C– – 0 0,07 н/в / n/d н/и / n/a н/и / n/a

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. ИО — исследовательские образцы вируссодержащей аллантоисной жидкости (ВАЖ), контаминированные ми-
коплазмой; К+ — положительные контрольные образцы ВАЖ, не инактивированные (контроль без детергентов); К– — отри-
цательные контрольные образцы ВАЖ, не контаминированные микоплазмой; КОЕ — колониеобразующая единица; н/в — 
жизнеспособные микоплазмы не выявлены; н/и  — не исследовано; «+»  — присутствие контаминанта; «–»  — отсутствие 
контаминанта. Доверительный интервал рассчитывали с использованием коэффициента Стьюдента при доверительной 
вероятности 95%.
Note. TS, test samples of virus-containing allantoic fluid (VAF) contaminated with mycoplasma; C+, positive control samples of 
VAF not inactivated (no detergent control); C–, negative control samples of VAF not contaminated with mycoplasma; CFU, colony- 
forming unit; n/d, viable mycoplasmas not detected; n/a, not analysed; +, presence of contaminant; –, absence of contaminant. 
Confidence intervals were calculated using Student's t-test (95% confidence level).

Таблица 4. Результаты инактивации патогенов под действием ультрафиолетового (УФ) облучения и β-пропиолактона
Table 4. Results of pathogen inactivation by ultraviolet (UV) irradiation and β-propiolactone

Патоген
Pathogen

β-пропиолактон
β-propiolactone

УФ-облучение
Ultraviolet irradiation

Снижение титра, lg
Titer reduction, lg 

Время 
инактивации, ч

Inactivation time, h

Снижение титра, lg
Titer reduction, lg

Время 
инактивации, мин

Inactivation time, min

Микоплазма
Mycoplasma

M. gallisepticum 6,53±0,08 4 6,67±0,01 1

M. synoviae 5,70±0,09 4 5,70±0,09 0,5

Аденовирус
Adenovirus

CELO 4,12±0,06 10 4,69±0,89 5

Fontes 4,20±0,19 10 4,44±1,06 5

Вирус лейкоза 
птиц
Avian leukosis virus

RAV-1 4,61±0,46 12 4,22±0,31 5

RAV-2 4,33±0,33 12 4,33±0,48 5

Таблица составлена авторами по собственным данным с дополнениями согласно [1, 2] / The table was prepared by the authors using their own data supplemented 
according to [1, 2]
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затруднено из-за различия параметров УФ-
облучения или использования других ти-
пов образцов и микоплазм. Так, в работе R.B. 
Kundsin  [17] показано, что летальное действие 
УФ-облучения (лампа General Electric с горячим 
катодом G 15 T8, излучающая 25 мкВт на см² 
на 1 м при 90% выходной мощности при 2537 А) 
на аэрозоли микоплазм (M. hominis, M. pharyngis, 
M. pneumoniae) в воздухе являлось мгновенным 
и чрезвычайно эффективным (99,9%).

В исследовании M. Mizuno с соавт.  [18] 
в отношении высушенной культуры M. orale 
(6 lg КОЕ/200 мкл), помещенной в бокс, осна-
щенный бактерицидной лампой UV-C мощно-
стью 15 Вт (Sankyo Denki Co., Канагава, Япония), 
показана эффективная инактивация в течение 
20 мин, но ее динамика продемонстрирова-
на не была. В другом исследовании  [19] опи-
сан инновационный подход к инактивации 
M. gallisepticum с использованием гидрофобного 
фотоиндуцированного алкилирующего зонда 
1,5-йодонафтилазида, при котором обработка 
культуры в середине экспоненциальной фазы 
(0,2 мг белка/мл) с последующим УФ-облучением 
(310–380 нм) приводила к полной утрате ее жиз-
неспособности. Однако использование только 
УФ-облучения безозоновой ртутной дуговой 
лампой мощностью 100 Вт с собирающей лин-
зой и фильтром (310 нм) на расстоянии 18 см 
в течение 2 мин оказало незначительное влия-
ние на жизнеспособность M. gallisepticum — сни-
жение на 2–3 lg КОЕ/мл через 4 мин облучения.

В нашем исследовании показано, что оба детер-
гента (OGP и TTAB) инактивировали микоплазмы 
птиц в первые минуты после начала контакта. 
Для сравнения, по данным предыдущих исследова-
ний [15] снижение титра аденовируса под действи-
ем детергентов (OGP и TTAB) на 1 lg бляшкообразу-
ющих единиц на 1 мл происходило через 1 ч.

В работе S.A. David с соавт.  [3] катионный 
детергент цетилтриметиламмоний бромид 
(0,075–0,15%) почти сразу инактивировал все тес
тированные микоплазмы, включая M. gallisepticum,  
M.  synoviae, аналогично TTAB (0,07%) (табл. 3). 
Анионный детергент дезоксихолат натрия (0,5%) 
мгновенно инактивировал протестированные ми-
коплазмы, включая M. gallisepticum, M. synoviae [3], 
аналогично OGP (0,98%) (табл. 3).

Таким образом, BPL, УФ-облучение, TTAB 
и OGP эффективны в отношении микоплазм 
птиц M. gallisepticum и M. synoviae. С учетом дан-
ных исследований по инактивации аденови- 
русов и вируса лейкоза птиц  [15, 16] мож-
но заключить, что для обеспечения должно-
го уровня безопасности при производстве 
гриппозных вакцин необходимо прово-
дить инактивацию 0,09% BPL не менее 12 ч, 
а УФ-облучением  — не менее 5 мин. Стадия 
расщепления вируса гриппа детергентами 
дополнительно снижает инфекционную на-
грузку  [15, 16]. Таким образом, согласно ре-
зультатам данной работы и предыдущих 
исследований [15, 16] при производстве грип-
позных вакцин микоплазмы птиц оказались 
наименее устойчивыми среди исследованных 
контаминантов, а самым устойчивым контами-
нантом являлся возбудитель лейкоза птиц.

ВЫВОДЫ
1.	 Способы инактивации вируса гриппа при  

производстве гриппозных вакцин (β-про-
пиолактон и УФ-облучение) эффективны 
в отношении микоплазм птиц M. gallisepticum 
и M.  synoviae. Снижение жизнеспособности 
микоплазм более чем на 4 lg КОЕ/мл достига-
ется при следующих условиях: при обработке 
вируссодержащей аллантоисной жидкости 
0,09% β-пропиолактоном при температуре 
4 °C — за 4 ч для M. gallisepticum и M. synoviae; 
при воздействии УФ-облучения (60 Вт) кон-
центрат вируса гриппа с концентрацией бел-
ка ≤1 мг/мл — за 0,5 мин для M. gallisepticum 
и за 1 мин для M. synoviae.

2.	 Детергенты н-октил-β-D-глюкопиранозид (0,98%) 
и тетрадецилтриметиламмоний бромид (0,07%), 
используемые в производстве гриппозных 
вакцин, гарантированно снижают жизне-
способность микоплазм птиц не менее чем 
на 4 lg КОЕ/мл практически сразу после вне-
сения.

3.	 Описанные в работе подходы к оценке дина-
мики инактивации микоплазм птиц при произ-
водстве гриппозных вакцин могут быть 
использованы для изучения устойчивости 
других контаминантов к различным способам 
инактивации и химическим реагентам.
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