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ОЧИСТКА И КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ ВИРУСА БЕШЕНСТВА 
 

Резюме 
Использование культуральных вакцин в современной вирусологии считается высокоэффективным и 

удобным методом профилактики инфекционных заболеваний. При производстве этих биопрепаратов особое 
внимание уделяется очистке от сывороточных белков самой клеточной линии, на которой выращивается ви-
рус, чтобы минимизировать аллергические реакции. Концентрирование вируса как важнейший этап при про-
изводстве высокоэффективной вакцины также является актуальным. 
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Summary 

The use of culture-based vaccines in modern virology is considered a highly effective and widespread method 
for preventing infectious diseases. During the production of these biopreparations, special attention is paid to the puri-
fication of the serum proteins of the cell line used to grow the virus, thereby minimizing disease progression. Virus con-
centration, a crucial step in the production of highly effective vaccines, is also crucial. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Бешенство – острое вирусное забо-

левание с абсолютно смертельным исхо-
дом, поражающее центральную нервную 
систему человека и теплокровных живот-
ных. Распространено во многих странах 
мира, в том числе и в Беларуси. По своей 
социально-экономической значимости бо-
лезнь занимает одно из ведущих мест в ин-
фекционной патологии людей и животных, 
поэтому его изучению, разработке мер 
профилактики и борьбы с ним уделяется 
исключительное внимание. 

Одной из основных мер профилак-
тики бешенства была и остается антираби-
ческая вакцинация. Использование культу-
ральных вакцин в современной вирусоло-
гии считается высокоэффективным и удоб-
ным методом профилактики инфекцион-
ных заболеваний [1]. При производстве 
культуральных инактивированных вакцин 
особое внимание уделяется очистке от сы-
вороточных белков и самой клеточной ли-
нии, на которой культивируется вирус, для 
снижения реактогенности вакцины и повы-
шения ее специфической активности [2, 3]. 
Этап осветления вируссодержащей жидко- 

сти (ВСЖ) центрифугированием использу-
ется для разделения компонентов по плот-
ности, что помогает очищать вирусы от 
клеточного детрита для защиты фильтрую-
щих систем [4]. Очистка вируссодержащей 
жидкости позволяет освободить основной 
компонент вакцины от посторонних бел-
ков, которые не влияют на иммунологиче-
скую активность вакцины [5]. Концентри-
рование ВСЖ определяется как процесс 
повышения концентрации вирусных частиц 
в растворе с использованием таких мето-
дов, как ультрацентрифугирование, ультра-
фильтрация, концентрирование полиэти-
ленгликолем или иммунологический захват 
с помощью антител, сорбированных на не-
растворимом носителе, и хроматография. 
Основная цель – очистить и сконцентриро-
вать вирус, удалив при этом нежелатель-
ные компоненты из образца [2]. 

В технологическом процессе произ-
водства вакцин стремятся достичь макси-
мальной концентрации вирусных частиц 
(антигена) для обеспечения высокой имму-
ногенности препарата. Классические физи-
ческие методы концентрирования вируса 
из  разбавленного  раствора  включают уль- 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ultracentrifugation
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трацентрифугирование и ультрафильтра-
цию с использованием диализной мембра-
ны в качестве ультрафильтра. 

Мембранная фильтрация – это про-
цесс разделения под давлением, в котором 
используются мембраны для разделения 
компонентов в жидком растворе или сус-
пензии в зависимости от их размера и 
различий в заряде. 

Ультрафильтрация представляет со-
бой разновидность мембранной фильтра-
ции, при которой гидростатическое давле-
ние прижимает жидкость к полупроница-
емой мембране. Растворитель и низкомо-
лекулярные растворенные вещества про-
ходят через мембрану и называются перме-
атом, тогда как взвешенные твердые час-
тицы и высокомолекулярные растворенные 
вещества задерживаются на ней [6]. 

Кроме вышеуказанных методиче-
ских подходов, в последние годы начали 
использовать тангенциальную потоковую 
фильтрацию (фильтрацию в перекрестном 
потоке). Ее сущность состоит в том, что 
поток нефильтрованного продукта движет-
ся тангенциально к поверхности мембраны. 
Турбулентность, создаваемая на поверх-
ности мембраны, уменьшает загрязнение и 
улучшает характеристики потока, а также 
проходимость жидкости и обеспечивает 
более длительный срок функционирования 
фильтра, чем при тупиковой фильтрации 
[6, 7, 8]. 

Таким образом, процесс концентра-
ции вируса необходим при современном 
производстве вакцин: он позволяет увели-
чить их иммуногенную активность, следо-
вательно, повышает эффективность. 

Целью исследования является срав-
нительное изучение различных фильтров 
для очистки и концентрирования вируса 
бешенства из культуральной вируссодер-
жащей жидкости. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для исследований использован фик-

сированный культуральный вирус бешен-
ства (штамм 71 БелНИИЭВ-ВГНКИ), кото-
рый был селекционирован в Институте экс-
периментальной ветеринарии им. С.Н. Вы-
шелесского и позднее адаптирован к куль-
туре клеток ВНК-21. 

Для проведения исследований ви-
рус  бешенства   (штамм  71  БелНИИЭВ- 

ВГНКИ) был накоплен на перевиваемой 
культуре клеток ВНК-21, выращенной на 
питательной среде Игла с двойным набо-
ром аминокислот. Культивирование про-
водили при температуре 37 °С в течение 
72 ч на роллерной установке со скоростью 
вращения роллеров 8–14 об/ч. Заморажи-
вание/оттаивание ВСЖ производили дву-
кратно. 

Для очистки и фильтрации в работе 
использовали ацетатно-целлюлозные мем-
браны (АЦМ) с диаметром пор 0,45 мкм, 
которые монтировали в фильтрационную 
установку. Для смачивания поверхности 
фильтра пропускали стерильную дистил-
лированную воду под отрицательным дав-
лением. В дальнейшем вместо воды через 
фильтр пропускали поддерживающую пи-
тательную среду после культивирования 
клеток (без инфицирования их вирусом). 
При этом оценивали скорость прохожде-
ния жидкости через фильтр и наличие 
осадка клеток на его поверхности под 
микроскопом. 

С целью увеличения пропускной 
способности фильтра питательную среду с 
клетками осветляли с помощью сконстру-
ированного фильтрующего устройства и 
нетканого материала с диаметром пор 
100,0 мкм. 

Последовательность операции 
осветления поэтапно: 

- заранее известный объем питатель-
ной среды с клетками пропускали через 
нетканый материал; 

- проводили фильтрацию через мем-
брану АЦМ с диаметром пор 0,45 мкм; 

- на последнем этапе использовали 
мембрану АЦМ с диаметром пор 0,22 мкм. 

Наряду с АЦМ, для осветления     
испытали фильтрационную пластину    
FILTRAK (плотная, узкопористая, медлен-
но фильтрующая, для тонких осадков). Ис-
пытания проводили аналогичным образом 
как для воды, так и для поддерживающей 
питательной среды с суспензией клеток 
или клеточного детрита. 

Для осуществления концентрации 
вируса бешенства после осветления от 
клеточного детрита использовали метод 
ультрафильтрации с использованием диа-
лизной мембраны в качестве ультрафиль-
тра мембраны (мешки) для диализа. В диа-
лизный   мешок   вносили  ВСЖ  в  объеме  

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ultracentrifugation
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ultrafiltration
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ultrafiltration
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1,0 л и с помощью ПЭГ-6000 в течение 2 ч 
получали 500,0 мл концентрата. Концен-
трацию осуществляли двукратно, далее 
определяли титр вируса. 

Титрование вируса проводили на бе-
лых мышах массой 6,0–8,0 г. Животных 
разделили поровну на 8 групп (7 опытных 
и 1 контрольная) по 4 головы в каждой. Го-
товили ряд последовательных десятикрат-
ных разведений вируссодержащего матери-
ала (от 10-1 до 10-7).  

Мышей опытных групп заражали 
интрацеребрально в дозе 0,03 мл в разведе-
ниях от 10-1 до 10-7. При введении живот-
ных надежно фиксировали. Введение ви-
руссодержащего материала осуществляли 
на расстоянии 1,0–2,0 мм от точки пересе-
чения средней линии черепа с линией, со-
единяющей углы глаз. Контрольной группе 
животных вируссодержащий материал не 
вводили. 

Наблюдение за подопытными жи-
вотными осуществляли на протяжении 15 
дней. Учет специфического падежа прово-
дили с 5-го дня опыта. 

Титр вируса рассчитывали по методу 
Кербера [9]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

При оценке пропускной способно-
сти АЦМ с диаметром пор 0,45 мкм в от-
ношении воды установлено, что скорость 
прохождения воды сквозь фильтр состав-
ляет 1,0 л за 1,5 мин. 

В дальнейшем для осветления ВСЖ 
использовали АЦМ с диаметром пор       
0,45 мкм, а для стерилизующей фильтра-
ции после грубой очистки ВСЖ – фильтру-
ющие пластины с диаметром пор 0,22 мкм. 

Пропускная способность фильтра с 
диаметром пор 0,45 мкм без предваритель-
ного осветления составила 100,0 мл среды 
с клетками за 8 мин. При этом на поверх-
ности фильтра под микроскопом обнару-
живали мертвые клетки. 

В процессе осветления и фильтрации 
выяснилось, что пластины FILTRAK ока-
зались непригодными как для осветления, 
так и для стерилизации ВСЖ, т.к. они про-
демонстрировали низкую фильтрацион-
ную способность (100,0 мл в течение 13–
15 мин). Также установлено, что пропуск-
ная способность указанного каскада для 
фильтрации составляла около 10,0 л/ч. При 
этом титр очищенного вируса от клеточ-
ного детрита после проверки составил         
6,5 lg MICLD50/мл. 

При двукратной концентрации ви-
руссодержащей жидкости через диализ-
ную мембрану с применением ПЭГ-6000 
титр вируса бешенства повысился              
на 0,3 lg MICLD50/мл и составил                     
6,8 lg MICLD50/мл. 

Сравнительные результаты проверки 
титра вируса после очистки и концентра-
ции приведены в таблице. 

Таблица – Изменение титров вируса после очистки и концентрирования ВСЖ 

Концентрация 
вируса 

Этапы очистки вируса 

до очистки 
после очистки 
(фильтрация) 

после очистки и концентрации  
(с помощью ПЭГ) 

Титр, 
lg MICLD50/мл 

6,5 6,5 6,8 

Таким образом, титр вируса до 
очистки составлял 6,5 lg MICLD50/мл, по-
сле осветления и фильтрации остался на 
этом же уровне – 6,5 lg MICLD50/мл, а по-
сле концентрирования ПЭГ повысился до 
6,8 lg MICLD50/мл. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

На основании полученных нами ре-
зультатов можно утверждать, что указан-
ные методы очистки ВСЖ от белков кле-
точной  линии   позволяют  сохранить  кон- 

центрацию вируса после его фильтрации. 
При этом титр очищенного вируса от кле-
точного детрита после проверки составил 
6,5 lg MICLD50/мл. 

Двукратное концентрирование ви-
руса с помощью ПЭГ дает возможность уве-
личить титр вируса до 6,8 lg MICLD50/мл. 

Эти методы очистки и концентриро-
вания вируса являются технологичными и 
могут быть применены при производстве 
современных вакцин с высокой иммуно-
генной активностью. 
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ПРЕПАРАТ  
ВЕТЕРИНАРНЫЙ  

►имеет широкий спектр действия 
на эндо- и эктопаразитов 
►эффективен при имагинальных и личиночных  
стадиях развития нематод желудочно-кишечного 
тракта и легких, личинок оводов, чесоточных  
клещей, вшей и др. эктопаразитов 

►применяют крупному рогатому 
скоту, овцам для лечения и  
профилактики желудочно-

кишечных и легочных нематодозов 
перорально с концентрированными 

кормами групповым способом  
или индивидуально  WWW.BIEVM.BY 
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