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SPECIFIC ASPECTS OF AVIBACTERIUM PARAGALLINARUM 
INACTIVATION WITH FORMALDEHYDE AND THIOMERSAL

ОСОБЕННОСТИ ИНАКТИВАЦИИ БАКТЕРИЙ 
AVIBACTERIUM PARAGALLINARUM ФОРМАЛЬДЕГИДОМ И ТИОМЕРСАЛОМ

SUMMARY
The paper demonstrates results of testing different modes of Avibacterium paragallinarum inactivation with formaldehyde and thiomersal. The bacterium 
destruction by 0.20% and 0.10% formaldehyde proceeds at the constant rate thus indicating exponential dependence of the microorganism inactivation 
processes. This fact allows for calculation of the inactivation rate constant that amounts to 2.94 ± 0.37 h-1 for 0.10% formaldehyde and 5.86 ± 0.72 h-1 for 
0.20% formaldehyde. Inactivation using formaldehyde at final concentration of 0.10% at 37 °С and continuous stirring (60 rpm) produces 7.0 dm3 of bacterin 
at concentration of 9.5 ± 0.2 lg microbial cells (mc)/cm3 in 4.3 ± 0.1 h. Thiomersal demonstrated bactericidal action against Avibacterium paragallinarum at 
concentration of 0.04% (1:2500) or higher. Herewith, inactivation process is specified by linearity and the inactivation rate constant amounts to 7.92±1.12 h-1. 
Under thiomersal sublethal concentration of 0.2% (1:5000) the survival curve is of irregular shape. However, the process of the microorganism death is not 
exponential, and under continuous decrease, the inactivation rate is going to zero thus making impossible the calculation of the inactivation rate constant. 
Inactivation mode involving use of 0.04% thiomersal at 37 °С allows production of 7.0 dm3 of bacterin at 9.5 ± 0.2 lg mc/cm3 concentration in 5.8 ± 0.1 h. 
Right after production, the hemagglutination activity of the thiomersal inactivated antigen was higher as compared to formaldehyde inactivated antigen 
(Р < 0.05). However, after 10-month storage the activity of the thiomersal inactivated antigen decreased by 3.1 log2 (Р < 0.05), and of the formaldehyde 
inactivated antigen – by 0.4 log2 (Р > 0.05). The antigen produced using formaldehyde maintains high hemagglutination activity during storage that is critical 
for high quality vaccine production.
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РЕЗЮМЕ
Представлены результаты по отработке режимов инактивации штамма Avibacterium paragallinarum формальдегидом и тиомерсалом. Гибель бактерий 
при воздействии 0,20 и 0,10% формалина идет с постоянной скоростью, то есть процессы инактивации микроорганизмов подчиняются экспонен-
циальной зависимости. Данное обстоятельство позволяет рассчитать показатель константы скорости инактивации, который составляет для 0,10% 
формалина 2,94 ± 0,37 ч-1, а для 0,20% – 5,86 ± 0,72 ч-1. Режим инактивации формалином в конечной концентрации 0,10% при температуре 37 °С 
и постоянном перемешивании (60 об/мин) позволяет получать 7,0 дм3 бактерина с концентрацией 9,5 ± 0,2 lg м.к./см3 за 4,3 ± 0,1 ч. Тиомерсал 
обладает бактерицидным действием на клетки Avibacterium paragallinarum в концентрации 0,04% (1:2500) и выше. При этом процесс инактивации 
характеризуется линейностью, а константа скорости инактивации составляет 7,92 ± 1,12 ч-1. При действии тиомерсала в сублетальной концентрации 
0,02% (1:5000) кривая выживания имеет сложную форму. При этом процесс гибели микроорганизмов не подчиняется экспоненциальной зависимости, 
а значение скорости инактивации, постоянно снижаясь, стремится к нулю, в связи с чем расчет показателя константы скорости инактивации невоз-
можен. Режим инактивации с использованием 0,04% тиомерсала при температуре 37 °С позволяет получать 7,0 дм3 бактерина с концентрацией 
9,5 ± 0,2 lg м.к./см3 за 5,8 ± 0,1 ч. Гемагглютинирующая активность антигена, инактивированного тиомерсалом, сразу после приготовления была 
выше, чем инактивированного формалином (Р < 0,05). Однако через 10 мес. хранения активность антигена, инактивированного тиомерсалом, 
снизилась на 3,1 log2 (Р < 0,05), а инактивированного формалином – на 0,4 log2 (Р > 0,05). Приготовленный с помощью формалина антиген сохраняет 
высокую гемагглютинирующую активность в процессе хранения, что необходимо для изготовления качественных вакцин.

Ключевые слова: инфекционный ринит (гемофилез) кур, штамм, инактивация, формалин, тиомерсал, антиген, Avibacterium paragallinarum.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из основных причин снижения экономиче-

ских показателей на птицефабриках промышленного 
типа являются респираторные заболевания. По проис-
хождению и клинико-морфологическому проявлению 
они весьма разнообразны [12].

Из комплекса респираторных болезней птиц осо-
бенный интерес для ветеринарных специалистов 
представляет инфекционный ринит (гемофилез) кур. 
Обусловлено это, с  одной стороны, скудностью ин-
формации о  заболевании, а  с  другой  – отсутствием 
отечественных средств его специфической профилак
тики [3, 5, 14].

Для специфической профилактики инфекционного 
ринита кур в основном используют инактивированные 
вакцины благодаря их существенным преимуществам 
перед живыми. Прежде всего, следует отметить их 
высокую безопасность и безвредность, возможность 
стандартизации, дозированного введения специфиче-
ского антигена, стабильность основных биологических 
свойств, возможность создания системного напряжен-
ного и продолжительного иммунологического эффекта, 
возможность успешного применения в поливалентном 
или ассоциированном вариантах [1, 2, 8]. 

Для изготовления инактивированных вакцин исполь-
зуют вирулентные штаммы Avibacterium paragallinarum. 
Важным условием получения качественного бак-
териального антигена является выбор инактиванта 
и оптимальных условий инактивации, позволяющих 
полностью лишить возбудителя инфекционной актив-
ности при максимальном сохранении антигенности. 
Процесс инактивации в значительной степени зависит 
от условий проведения реакции, чистоты бактериосо-
держащей суспензии, концентрации и вида инактиви-
рующего вещества [1, 2, 5, 6]. Без изучения процессов 
инактивации бактерий невозможно получить каче-
ственный антиген со стабильными иммунобиологиче-
скими свойствами.

Среди исследователей, занимающихся разработ-
кой и изготовлением вакцин против инфекционного 
ринита кур, нет единого мнения по поводу влияния 
на возбудителя различных химических инактиван-
тов. В ряде работ показано, что инактивированные 
тиомерсалом антигены A. paragallinarum превосходят 
по активности формолантигены [7, 8, 11]. При этом от-
мечается, что формалин не является идеальным инак-
тивантом, так как, реагируя с аминогруппами амино-
кислот, он денатурирует белки. Приготовленные на 
основе квасцов, геля гидроокиси алюминия и мине-
рального масла формолвакцины уступали по имму-
ногенности аналогичным препаратам, инактивиро-
ванным тиомерсалом [7, 11]. На практике тиомерсал 
обычно используется для консервации иммунобио-
логических препаратов в концентрации 0,01–0,02% 
(0,1–0,2 мг/см3). Цитотоксическое действие тиомерса-
ла основывается на взаимодействии и блокировании 
SH-групп белков клеточной мембраны и ферментов. 
Результатом инактивации поверхностных фермен-
тов является бактериостатическое действие, а инак-
тивации ферментов внутри клетки – бактерицидное 
действие [8, 11]. 

По другим сообщениям, с  помощью формалина 
также возможно получить бактериальный антиген 
с высокими иммуногенными свойствами [10, 13]. Ос-
новное воздействие формальдегида распространяет-
ся на полинуклеотиды и аминогруппы белка. Реакции 

формальдегида с  белками и  нуклеиновой кислотой 
приводят к образованию стабильных межмолекуляр-
ных поперечных связей между аминокислотами и ос-
нованием одной или двух нуклеиновых кислот. Этот 
механизм сопровождается первичными повреждени-
ями, деспирализацией и инактивацией нуклеиновых 
кислот, существенными конформационными измене-
ниями полипептидной цепи, а также стабилизацией 
макроструктуры биополимеров. Кроме того, повреж-
дающее действие формальдегида направлено на обо-
лочку бактерий, мембрану цитоплазмы, а  также на 
внутриклеточные энзимы. Формалин в концентрации 
0,1% (по объему) убивает вегетативные клетки бакте-
рий семейства Pasteurellaceae за несколько часов. При 
меньших концентрациях он оказывает бактериостати-
ческое действие, которое обратимо при добавлении 
сульфита натрия. Одновременно ингибируется ток-
сичность и  стабилизируются антигенные и  иммуно-
генные свойства биополимеров, это свойство лежит 
в основе производства иммунобиологических препа-
ратов. Полученные с помощью формалина препараты, 
как правило, безвредны, сохраняют высокую антиген-
ность, иммуногенность и стабильность при длительном 
хранении [4, 9, 11].

Целью данных исследований был подбор инак-
тиванта и  отработка режима инактивации бактерий 
A. paragallinarum. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали штамм бактерии 

A.  paragallinarum №  5111 серогруппы  В, депониро-
ванный в  коллекции штаммов микроорганизмов 
ФГБУ «ВНИИЗЖ» в 2017 г.

Культивирование A. paragallinarum проводили глу-
бинным способом в лабораторном биореакторе Biotron 
LiFlus GX с рабочим объемом 7,0 дм3 в течение 12 ч при 
температуре 37 °С. В качестве питательной среды ис-
пользовали соево-казеиновый бульон (СКБ) на основе 
энзиматического гидролизата казеина и  сои фирмы 
Sigma с добавлением 20 мкг/мл НАД (AppliChem) и 5% 
сыворотки крови лошади производства «Микроген». 

Бульонную культуру штамма A. paragallinarum, взя-
тую в конце экспоненциальной – начале стационарной 
фазы роста, с концентрацией 9,5 ± 0,2 lg КОЕ/см3 в объе-
ме 100 см3 переносили в конические колбы и помещали 
в шейкер-инкубатор Biosan ES20. Процесс инактивации 
осуществляли при температуре 37 °С и перемешивании 
60 об/мин.

Для инактивации бактерий использовали 36%-й 
водный раствор формальдегида (формалин) произ-
водства «Метафракс» и тиомерсал, содержащий 46% 
ртути фирмы Ferak Berlin (Германия). 

Концентрацию живых микробных клеток в суспен-
зии определяли путем высева десятикратных разведе-
ний культуры на плотную питательную среду по тради-
ционной методике. 

Расчет параметров инактивации производили по 
формуле [5]: 

e-kt = Xi/X0, 
где	 k – константа скорости инактивации (ч-1); 

	 t – время инактивации (ч);
	 Х0  –  исходная концентрация микробных клеток   

(lg KOE/см3);
	 Хi  –  остаточное количество микробных клеток   

(lg KOE/см3).
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в  бульонной культуре, зависящий от ее объема. По-
скольку рабочий объем инактивируемой суспензии 
был равен 7,0  дм3, количество выживших бактерий 
не должно было превышать –3,84 lg КОЕ/см3. 

На рисунке 2 отображен график инактивации бак-
терий A. paragallinarum при воздействии 0,10% фор-
малина с  учетом константы скорости инактивации 
и  допустимого уровня остаточного вирулентного 
материала. 

Данные расчета времени инактивации показали, что 
использование указанного количества формалина обе-
спечивало гибель бактерий до –3,84 lg КОЕ/см3 в тече-
ние 4,3 ± 0,1 ч. 

Таким образом, отработанный режим инактивации 
A.  paragallinarum – 0,10% формалина при температу-
ре 37 °С и постоянном перемешивании (60 об/мин) – 
позволяет получать 7,0 л бактерина с концентрацией 
9,5 ± 0,2 lg м.к./см3 за 4,3 ± 0,1 ч. 

Следующим этапом исследования была отработка 
режима инактивации A. paragallinarum тиомерсалом 
с изучением кинетики процесса. С этой целью бульон-
ную суспензию бактерий, взятую в конце экспоненци-
альной – начале стационарной фазы роста, подвергали 
воздействию различных концентраций раствора тио-
мерсала – 0,02, 0,04 и 0,08%. 

На рисунке  3 отображены графики инактивации 
бактерий при воздействии различных концентраций 
тиомерсала. 

Определение гемагглютинирующей активности ан-
тигенов проводили в реакции гемагглютинации (РГА), 
используя двукратные разведения от 1:50 до 1:3200 
по  традиционной методике. Реакцию учитывали ви-
зуально и оценивали в крестах. За титр антигена при-
нимали наибольшее его разведение, дающее четко 
выраженную агглютинацию эритроцитов (+++ или 
++++). Одновременно проводили тестирование на от-
сутствие спонтанной агглютинации эритроцитов (отри-
цательный контроль). Статистическую достоверность 
различия гемагглютинирующей активности антигенов 
определяли с вероятностью 95%. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для отработки режима инактивации бактерий 

A. paragallinarum формалином необходимо было сна-
чала изучить выживаемость культуры данного микро-
организма при воздействии различных концентраций 
указанного инактивирующего агента. 

Для изучения процесса инактивации в бульонные 
культуры вносили формалин в количестве 0,05%, 0,10% 
и 0,20% по объему. Концентрацию живых микробных 
клеток определяли перед внесением инактиванта (Х0) 
и после, через каждые 60 мин (Хi) (см. рис. 1). 

На рисунке  1 отображены графики инактивации 
бактерий A. paragallinarum при действии формалина 
различных концентраций, а также естественной фазы 
отмирания (ФО). 

Данные проведенных исследований свидетельству-
ют о том, что гибель бактерий A.  paragallinarum при 
воздействии формалина в концентрациях 0,20 и 0,10% 
идет с постоянной скоростью, то есть процессы инакти-
вации микроорганизмов подчиняются экспоненциаль-
ной зависимости. Данное обстоятельство позволило 
нам рассчитать показатель константы скорости инак-
тивации (k), который составил для 0,10% формалина 
k = 2,94 ± 0,37 ч-1, а для 0,20% – k = 5,86 ± 0,72 ч-1.

Анализ данных значений k показал прямую зависи-
мость скорости гибели микроорганизмов от концен-
трации инактивирующего агента. При этом увеличение 
количества используемого инактиванта в два раза по-
вышало значение показателя k и, соответственно, со-
кращало время инактивации культуры в аналогичное 
количество раз. В этом случае можно говорить о том, 
что процесс инактивации бактерий A. paragallinarum 
формалином является полностью прогнозируемым 
процессом. В  то же время график инактивации бак-
терий формалином в  концентрации 0,05% был не 
линейным. 

Таким образом, руководствуясь принципом щадящей 
инактивации и учитывая тот факт, что при использова-
нии предельно низких концентраций формалина про-
цессы инактивации бактерий могут быть не линейны, мы 
определили 0,10% формалина как оптимальную концен-
трацию для инактивации бактерий данного вида. 

Поскольку всегда существует вероятность выжива-
ния хотя бы одного микроорганизма в единице объема 
инактивируемой суспензии, следующим этапом работы 
было определение времени инактивации (t). 

По завершении процесса культивирования в  бу-
льонную суспензию штамма A. paragallinarum № 5111 
в объеме 7,0 л добавляли формалин из расчета 0,10% 
по объему.

При расчете показателя  t также учитывали допу-
стимый уровень остаточного вирулентного материала 

Рис. 1. Кинетика инактивации культуры 
A. paragallinarum формалином, n = 3

Рис. 2. Инактивация бактерий A. paragallinarum 
 формалином в конечной концентрации 0,10%, n = 3
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В ходе проведенных исследований было установле-
но, что тиомерсал обладает бактерицидным действи-
ем на клетки A. paragallinarum в концентрации 0,04% 
(1:2500) и выше. При этом процесс инактивации харак-
теризовался линейностью, что позволило рассчитать 
константу скорости инактивации k = 7,92 ± 1,12 ч-1. При 
действии инактиванта в сублетальной концентрации 
0,02% (1:5000) график выживания имел сложную форму 
и включал начальный участок быстрой и последующий 
участок медленной инактивации. При этом процесс 
гибели микроорганизмов не подчинялся экспоненци-
альной зависимости, а значение скорости инактивации, 
постоянно снижаясь, стремилось к нулю, в связи с чем 
расчет показателя k представлялся невозможным. 

В дальнейших исследованиях для инактивации 
бактерий A. paragallinarum использовали тиомерсал 
в концентрации 0,04%. 

На очередном этапе работы определяли продолжи-
тельность инактивации микроорганизмов в рабочем 
объеме 7,0 л. Процесс инактивации проводили в стан-
дартных условиях – при температуре 37 °С и постоян-
ном перемешивании со скоростью 60 об/мин. 

На рисунке 4 представлен график инактивации бак-
терий A. paragallinarum при воздействии 0,04% тиомер-
сала с учетом константы скорости инактивации и допу-
стимого уровня остаточного вирулентного материала. 

Данные расчета времени инактивации показали, 
что использование указанного количества тиомерса-
ла обеспечивало гибель бактерий до –3,84 lg КОЕ/см3 
в течение 5,8 ± 0,1 ч. 

Таким образом, отработанный режим инакти-
вации с  использованием 0,04% тиомерсала позво-
ляет получать 7,0  дм3 бактерина с  концентрацией 
9,5 ± 0,2 lg м.к./ см3 за 5,8 ± 0,1 ч. 

После инактивации клетки осаждали центрифугиро-
ванием при 3000 g в течение 20 мин при 4 °С, а осадок 
ресуспендировали в  фосфатно-буферном растворе 
с рН 7,2 до концентрации 100 ед. (1010 м.к./см3) по оп-
тическому стандарту мутности. Полученные антигены 
хранили при температуре +4 °С в течение 10 мес. (срок 
наблюдения).

Завершающим этапом работы было определе-
ние гемагглютинирующей активности антигенов 
A. paragallinarum после инактивации различными аген-
тами (табл.).

Гемагглютинирующая активность антигена, инакти-
вированного тиомерсалом, сразу после приготовле-
ния была выше, чем инактивированного формалином 
(Р < 0,05). Однако через 10 мес. хранения активность 
антигена, инактивированного тиомерсалом, снизилась 
на 3,1  log2 (Р < 0,05), а инактивированного формали-
ном – на 0,4 log2 (Р > 0,05).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований установ-

лено, что формалин в конечной концентрации 0,10% 
при температуре 37 °С обеспечивает полную инакти-
вацию бульонной культуры штамма A. paragallinarum за 
4,3 ± 0,1 ч. Тиомерсал в концентрации 0,04% при темпе-
ратуре 37 °С также обеспечивал полную инактивацию 
бактерий за 5,8 ± 0,1 ч.

Для инактивации вирулентных штаммов бактерии 
Avibacterium paragallinarum целесообразно использо-
вать формалин, так как при его воздействии антиген 
сохраняет высокую гемагглютинирующую активность 
в течение 10 мес. (срок наблюдения), тем самым позво-
ляет получать качественное сырье для изготовления 
инактивированных вакцин. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Рис. 3. Кинетика инактивации бактерий 
A. paragallinarum тиомерсалом, n = 3

Рис. 4. Инактивация бактерий A. paragallinarum
тиомерсалом в конечной концентрации 0,04%, n = 3

Таблица
Гемагглютинирующая активность антигенов A. paragallinarum в РГА после инактивации различными агентами

Инактивант Концентрация,
%

Титр антигена (log2) после хранения, мес.

0 2 4 6 8 10

Формалин 0,10 7,2 ± 0,2 7,3 ± 0,2 7,2 ± 0,2 7,0 ± 0,2 6,8 ± 0,1 6,8 ± 0,1

Тиомерсал 0,04 8,4 ± 0,1 8,2 ± 0,1 7,4 ± 0,1 6,4 ± 0,1 5,8 ± 0,2 5,2 ± 0,2
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