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Аннотация. В данной статье представлены результаты подбора инактивантов для 

вакцины против лимфангоита лошадей. Для отработки параметров инактивации гриба 

Histoplasma facirminosus были применены различные инактиванты, как ДЭИ (N,N-

диметилэтилендиамина), бета-ПРОПИОЛАКТОН, формальдегид, спирт, глютакс и ано-

лит. При этом были установлены и оптимальная конечная концентрация инактиванта 

бета-ПРОПИОЛАКТОН 0,5%, температура реакционной среды (22±3,0) 0С, рН 7,4-7,6, 

продолжительность инактивации 600 мин. 

Ключевые слова: лимфангоит, лошади, инактивант, гриб, Histoplasma facirminosus, 

инактивация, вакцина, штамм. 

 

1. Введение. Эпизоотический лимфан-

гоит – хронически протекающая инфекци-

онная болезнь однокопытных, характери-

зующаяся воспалением лимфатических 

сосудов кожи и подкожной клетчатки с 

образованием гнойных фокусов и язв. 

Возбудитель болезни – гриб Histoplasma 

farciminosum. Гриб проникает в организм 

лошадей через поврежденную кожу (цара-

пины, ссадины, раны, наминки и др.) и ло-

кализуется в лимфатических сосудах, под-

кожной клетчатке и собственно коже.  

Источником возбудителя инфекции 

служат больные животные, выделяющие 

во внешнюю среду вместе с гноем язв 

множество криптококков. Факторами пе-

редачи возбудителя считают: навоз, под-

стилку, сено и другие субстраты, загряз-

ненные выделениями больных животных. 

Передача заразного начала от больных 

животных здоровым происходит как при 

прямом контакте, так и через посредство 

предметов конского ухода и снаряже-

ния [1, 2, 3]. 

Диагноз устанавливали на основании 

комплекса эпизоотологических, клиниче-

ских данных, патологоанатомических из-

менений, серологических исследований 

образцов сыворотки крови и микроскопи-

ческих – экссудата из гнойных язв и со-

держимого утолщенных лимфатических 

сосудов [4, 5, 6]. 

Профилактика сводится к проведению 

карантина, вновь завезенного конепоголо-

вья, недопущению травматизма, ком-

плектации лошадей из благополучных зон, 

регулярных осмотров, профилактического 

исследования, диспансеризации. 

Коммерческих вакцин против эпизоо-

тического лимфангоита не существует, хо-

тянекоторые сообщения свидетельствуют 

о том, что живые и инактивированные 

вакциныбыли испытаны (и, возможно, ис-

пользованы) в некоторых эндемичных ре-

гионах (например, в нашей республике и 

Китае) и оказались многообещающими. 

В связи с этим одними из важнейших 

требований сегодняшнего дня являются 

разработка вакцин против эпизоотическо-

го лимфангоита лошадей. 

Эффективность вакцин, вызывающих 

стойкий напряженный иммунитет и со-

кращения сроков создания защитного им-

мунитета зависит не только от количества 

и качества антигена, но и от подобранных 

инактивантов и адъювантов способных 
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усиливать процесс иммунизации. В связи с 

этим исследования по включению различ-

ных типов инактивантов и адъювантов в 

составе вакцин также является весьма ак-

туальны. 

Анализ данных литературы свидетель-

ствует о том, что поиск наиболее эффек-

тивных инактивантов остается одним из 

актуальных вопросов в производстве вак-

цин против лимфангоита лошадей [7, 8, 9, 

10]. 

В настоящее время представляют боль-

шой интерес современные коммерческие 

инактиванты, как ДЭИ (N,N-

диметилэтилендиамина), бета-

ПРОПИОЛАКТОН, 35% формальдегид, 

90% спирт, 4% глютакс и 0,5% анолит.  

Широко применяемый для инактивации 

вирусов формальдегид обладает такими 

отрицательными свойствами, как повы-

шенная токсичность, реактогенность и 

иммунодепрессия. Для их преодоления 

необходима нейтрализация формалина, 

что увеличивает стоимость вакцины и в то 

же время усложняет технологический про-

цесс ее изготовления.  

Исходя из вышеизложенного, для выбо-

ра наиболее оптимального инактиванта, 

целью настоящих исследований было 

сравнительное изучение инактивирующего 

действия вышеуказанных инактивантов на 

гриб Histoplasma facirminosus. 

2. Материалы и методы исследований 

В процессе выполнения этой задачи ис-

пользованы коммерческие инактиванты 

15% ДЭИ (N,N-диметилэтилендиамина), 

98% бета-ПРОПИОЛАКТОН, 35% фор-

мальдегид, 90% спирт, 4% глютакс и 0,5% 

анолит.Для этого в стеклянных бутылях в 

день составления вакцины, исходя из 

исходной концентрации инактиванта, 

готовили разные концентрации  растворов 

на стерильной дистиллированной воде. 

Были изучены параметры инактивации 

(концентрация, экспозиция). 

Для инактивации суспензии Histoplasma 

farciminosum использовали вышеуказан-

ные инактиванты. Перед добавлением 

инактиванта, температуру грибосодержа-

щей суспензии доводили до (22 ± 0,5) °С. 

После чего, в суспензию добавляли разные 

концентрации рабочих растворов инакти-

вантов до конечной концентрации 0,5-6%. 

Затем устанавливали рН суспензии в пре-

делах 7,2-7,4. Инактивацию гриба прово-

дили при температуре (22 ± 0,5) °С, в те-

чение 10 ч с периодическим перемешива-

нием (5 мин. с интервалом 2 ч). 

Далее применяли тиосульфат натрия 

(натрий серноватистокислый), который 

использовали для нейтрализации инакти-

вантов. В бутыль, содержащую 500 мл ди-

стиллированной воды, вносили 250 г тио-

сульфата натрия. После растворения тио-

сульфата натрия, объем раствора доводили 

дистиллированной водой до 1,0 л и тща-

тельно перемешивали. Раствор стерилизо-

вали в автоклаве при 120 оС текучим па-

ром в течение 45 мин. 

Отбор проб проводили через каждые 2 ч 

для последующего проведения «слепых» 

последовательных пассажей на питатель-

ной среде Сабуро.  

Инфицированные чашки Петри инкуби-

ровали при температуре (28±0,5) °С. Од-

новременно ставили контроль. За инфици-

рованными чашками Петри проводили 

ежедневное наблюдение в течение 7 

сутоки отмечали отсутствие роста. 

Антиген считали полностью инактиви-

рованным при условии отсутствия роста 

грибка на питательной среде Сабуро на 

протяжении трех последовательных пас-

сажей.  

Проверку полноты инактивации 

Histoplasma farciminosum проводили на 

клинически здоровых мышах. С этой це-

лью опытным животным вводили инакти-

вированный материал. Контрольным жи-

вотным вводили физиологический рас-

твор. Мыши должны оставаться живыми в 

течение 14 суток наблюдения.  

3. Результаты исследований. 

В процессе выполнения этой задачи ис-

пользованы коммерческие инактиванты 

15% ДЭИ (N,N-диметилэтилендиамина), 

98% бета-ПРОПИОЛАКТОН, 35% фор-

мальдегид, 90% спирт, 4% глютакс и 0,5% 

анолит.Для этого в стеклянных бутылях в 

день составления вакцины, исходя из 

исходной концентрации инактиванта, 

готовили разные концентрации  растворов 

на стерильной дистиллированной воде. 

Были изучены параметры инактивации 
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(концентрация, экспозиция). Проведенные 

исследования по  

подбору инактивантов приведенные в 

таблице 1. 

 

Таблица 1. Подбор инактивантов для создания вакцины 
Конечная  

концентрация  

инактиванта, % 

Время, мин 

Наличие (+) или отсутствие (-) рост гриба 

Histoplasma facirminosus 

Жидкая среда Сабуро Плотная среда Сабуро Контроль 

15% N,N-диметилэтилендиамина  ДЭИ 

8,0 60 + + + 

2,0 120 + + + 

3,0 180 + + + 

4,0 240 + + + 

5,0 300 + + + 

6,0 360 + + + 

98% бета-ПРОПИОЛАКТОН 

0,5 60 + — — 

1 120 — — — 

2 180 — — — 

3 240 — — — 

4 300 — — — 

5 360 — — — 

35% Формальдегид 

0,5 60 — — — 

1 120 — — — 

2 180 — — — 

3 240 — — — 

4 300 — — — 

5 360 — — — 

90% Спирт  

40 60 — — — 

45 120 — — — 

50 180 — — — 

60 240 — — — 

70 300 — — — 

80 360 — — — 

4% Глютекс 

0,25 60 — — — 

0,5 120 — — — 

1,0 180 — — — 

2,0 240 — — — 

3,0 300 — — — 

3,5 360 — — — 

0,5% Анолит  

 60 — — — 

 120 — — — 

0,5 180 — — — 

 240 — — — 

 300 — — — 

 360 — — — 

 

Результаты таблицы 1, свидетельствуют 

о высокой инактивирующей активности 

всех инактивантов, кроме ДЭИ. Экспози-

ции действия инактивантов на штаммы 

гриба составили: 60, 120, 180, 240, 300, 600 

мин. Концентрации инактивантов также 

были разные: 0,25% 0,5%; 1%; 2%; 3%; 

4%; 5%. Температура инактивации (22 ± 

0,5) ºС, с периодическим перемешиванием 

через каждые 2 и 3 часа по 3-5 минут. 

За инфицированными чашками Петри 

проводили ежедневное наблюдение в 

течение 7 суток и отмечали отсутствие ро-

ста. 
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В результате проведенных эксперимен-

тов по подбору эффективных инактиван-

тов решили остановить свой выбор на 

глютексе, анолите и особенно на бета-

ПРОПИОЛАКТОНе. Выбор 98% бета-

ПРОПИОЛАКТОНа в качестве инактиван-

та для штаммов Histoplasma farciminosum 

обоснован тем, что в ряде зарубежных ли-

тературных источниках, а также согласно 

нашим данным бетапропилактон обладает 

способностью полного лишения инфекци-

онности гриба при максимальном сохра-

нении антигенных свойств (в конечной 

концентрации 0,5% инактивировали при 

температуре (22±0,5) °С. Инактивацию 

проводили ровно до 600 мин (табл. 2). 

 

Таблица 2. Подбор концентрации и экспозиции бета-ПРОПИЛАКТОНА 

Питательные среды 
Экспозиция (мин) 

1 2 3 4 5 10 

0,5 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро + — — — — — 

Плотная среда Сабуро + — — — — — 

Контроль + + + + + + 

1,0 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро — — — — — — 

Плотная среда Сабуро — — — — — — 

Контроль + + + + + + 

2,0 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро — — — — — — 

Плотная среда Сабуро — — — — — — 

Контроль — — — — — — 

3,0 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро — — — — — — 

Плотная среда Сабуро — — — — — — 

Контроль + + + + + + 

4,0 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро — — — — — — 

Плотная среда Сабуро — — — — — — 

Контроль + + + + + + 

5,0 % бета-ПРОПИОЛАКТОН 

Жидкая среда Сабуро — — — — — — 

Плотная среда Сабуро — — — — — — 

Контроль + + + + + + 

Примечание: наличие (+) или отсутствие (-) рост гриба Histoplasma facirminosus 

 

Таблица 3. Изучение инактивирующего действия бета-ПРОПИЛАКТОНА 

Инактивант, мл 
Конечнаяконцентрация инакти-

ванта вматериале, % 

Время и результаты инактивации, час 

2 4 6 8 10 

бета-ПРОПИОЛАКТОН 0,5 10 мл добавили в общий объем ГСС 

25% р-р тиосульфата натрия, мкл 200 50 50 50 50 50 

Слепые последовательные 

пассажи на питательной  

среде Сабуро 

3 чашки Петри 3 3 3 3 3 

2 чашки Петри контроль (1 с культурой Histoplasma farciminosum на пита-

тельной среде и 1 без культуры с пит. среды) 

Итого 5 чашек 

 

Для определения полноты инактивации 

грибосодержащей культуральной жидко-

сти при температуре (22±3,0) °С конечны-

ми концентрациями бета-

ПРОПИОЛАКТОН 0,5% проводили со-

гласно методике (рис. 1). 

Так же полноты инактивации грибосо-

держащей суспензии (присутствие или от-

сутствие в данном образце микроорганиз-

мов) параллельно проводили исследования 

на автоматическом анализаторе культур 

BACT/ALERT 3D в течении 7 суток 

(рис. 2). Результаты приведены в рисунках 

1-4. 
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Рис. 1. Соединение грибной суспензий с инакти-

вантом с помощью вортекса и биологической ме-

шалки 

Рис. 2. Автоматический анализатор 

BacT/ALERT 

 

 

 
Рис. 3. Histoplasma farciminosum «Т» с инактивантом 

0,5% бета-ПРОПИОЛАКТОН через 10 ч. (600 мин.) 

Рис. 4. Контроль – грибосодержащая суспензия 

Histoplasma farciminosum «Т» без инактиванта 

 

Как видно из рисунков 1-4, на основа-

нии опытов, проведенных наавтоматиче-

ском анализаторе BacT/ALERT, концен-

трация 0,5%-ного бета-

ПРОПИОЛАКТОНа при экспозиции 60 

мин, температуре 22 оС не является при-

емлемыми параметрами полноты инакти-

вации. Однако, 0,5% концентрация бета-

ПРОПИОЛАКТОНа с температурой 22 оС 

при экспозиции 10 часов и более мин яв-

ляется оптимальной параметрами для 

инактивации грибной суспензии.  

Подготовленные пробы материала (три 

инактивированные при (22±3,0) °С на сле-

дующем этапе исследований использовали 

для полноты определения инактивации на 

белых мышах. С этой целью сформирова-

ли 5 групп животных по 3 головы в каж-

дой: четыре группы опытных и одна груп-

па контрольная. Мышам опытных групп 

вводили инактивированные пробы матери-

ала, мышам контрольной группы – исход-

ную грибную суспензию, использованную 

для инактивации. Животных заражали 

подкожно в объеме 0,5 мл материала 

(рис. 5). 
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Рис. 5. Заражение мышей подкожным методом при изучении полноты инактивации 

различных концентраций бета-ПРОПИОЛАКТОНа с грибной суспензией 

 

За состоянием подопытных животных 

дважды в день вели клиническое наблю-

дение в течение всего опыта (7 суток). 

Через 7 суток погибли все 3 мыши кон-

трольной группы. Все остальные живот-

ные остались живы до конца опыта. Исхо-

дя из полученных данных, можно сделать 

вывод о инактивации гриба бета-

ПРОПИОЛАКТОНа в концентрации 0,5 % 

при комнатной температуре. Исходя из 

полученных ранее данных и на основании 

опытов, проведенных на мышах, концен-

трация 0,5%-ного бета-

ПРОПИОЛАКТОНа является наиболее 

оптимальной. Полученные данные позво-

лили приступить к получению экспери-

ментальной серии инактивированной вак-

цины против лимфангоита лошадей. 

4. Заключение. 

В результате проведенных эксперимен-

тов по подбору эффективных инактиван-

тов решили остановить свой выбор на 

глютексе, анолите и особенно на бета-

ПРОПИОЛАКТОНе. Выбор 98% бета-

ПРОПИОЛАКТОНа в качестве инактиван-

та для штаммов Histoplasma. 

farciminosumобоснован тем, что в ряде за-

рубежных литературных источниках, а 

также согласно нашим данным бетапропи-

лактон обладает способностью полного 

лишения инфекционности гриба при мак-

симальном сохранении антигенных 

свойств.  

Исходя из полученных ранее данных и 

на основании опытов, проведенных на 

мышах, концентрация 0,5%-ного бета-

ПРОПИОЛАКТОНа 600 мин. является 

наиболее оптимальной. Полученные дан-

ные позволили приступить к получению 

экспериментальной серии инактивирован-

ной вакцины против лимфангоита лоша-

дей. 
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Abstract. This article presents the results of the selection of inactivants for a vaccine against 

equine lymphangoitis. Various inactivants such as DEI (N,N-dimethylethylenediamine), beta-

PROPIOLACTONE, formaldehyde, alcohol, glutax and anolyte were used to work out the pa-

rameters of inactivation of the Histoplasma farciminosum fungus. At the same time, the optimal 

final concentration of beta-PROPIOLACTONE inactivant 0.5%, the temperature of the reaction 

medium (22 ± 3.0) 0C, pH 7.4-7.6, the duration of inactivation 600 min. were also established. 

Keywords: lymphangoitis, horses, inactivant, fungus, histoplasma farciminosum, inactivation, 

vaccine, strain. 

  




