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цель работы – подбор стандартной основы, содержащей сухой гидролизат казеина, для приготовления пи-
тательной среды, используемой в производстве вакцины холерной бивалентной химической при глубинном 
культивировании штаммов холерного вибриона в биореакторах. материалы и методы. в работе использованы 
штаммы Vibrio cholerae о1 классического биовара: 569в серовара инаба и м-41 серовара огава. в исследование 
взяты две сухие основы среды: ферментативный гидролизат казеина тип I Himedia (индия) и панкреатический 
гидролизат казеина гнц пмб (россия). в качестве контроля использована среда лабораторного приготовления 
роснипчи «микроб». глубинное культивированине проводилось в биореакторах в течение (9±1) ч с аэрацией и 
автоматической подкормкой глюкозой и аммиаком. продукцию протективных антигенов определяли иммунохи-
мическими и биологическими методами. результаты и обсуждение. показано, что глубинное культивирование 
производственных штаммов холерного вибриона на питательных средах, приготовленных на всех взятых в ис-
следование основах, обеспечивает синтез протективных антигенов, показатели которых соответствуют требо-
ваниям нормативной документации. более стандартные и высокие показатели целевого продукта обеспечивают 
культивирование штаммов-продуцентов на питательной среде с основой из сухого ферментативного гидролизата 
казеина, содержащей (1,5±0,1) г/л аминного азота для штамма V. cholerae м-41 и (2±0,1) г/л аминного азота для 
штамма V. cholerae 569в. переход на использование стандартных сухих белковых компонентов сред культивиро-
вания не снижает качества вакцины холерной химической, но позволяет снизить ее себестоимость и сократить 
продолжительность технологического процесса.

Ключевые слова: V. cholerae, вакцина, питательная среда, глубинное культивирование, протективные анти-
гены.
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Abstract. Objective of the study was to select the standardized substrate containing dry hydrolysate of casein for 
preparation of nutrient medium utilized for manufacturing bivalent chemical cholera vaccine under submerged cultiva-
tion of cholera vibrio strains in fermenters. Materials and methods. We used Vibrio cholerae O1 strains of classical bio-
var: strain 569B Inaba and strain M-41 Ogawa. Examined were two dry substrates of the medium: enzymatic hydrolysate 
of casein, Type I Himedia (India) and pancreatic hydrolysate of casein, produced by the State Scientific Center of Applied 
Microbiology and Biotechnology (Russian Federation). Produced under laboratory conditions at the premises of the 
RusRAPI “Microbe” medium was used as a control. Submerged cultivation was conducted in bioreactors during (9±1) h 
with aeration and automatic feeding of glucose and ammonia. Production of protective antigens was measured applying 
immunochemical and biological methods. Results and discussion. It is demonstrated that submerged cultivation of chol-
era vibrio production strains on nutrient media under study provides for synthesis of protective antigens the parameters 
of which comply with the requirements of normative documentation. More standardized and higher indicator values of 
the target product are ensured by cultivation of producer strains on nutrient medium with a substrate from dry enzymatic 
hydrolysate of casein, containing (1.5±0.1) g/l of amino nitrogen for the strain V. cholerae M-41 and (2±0.1) g/l – for 
V. cholerae 569 B. Transition to the use of standardized dry protein components of cultivation media does not lower the 
quality of the chemical cholera vaccine, but allows for the reduction of cost price and duration of technological process. 
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на сегодняшний день холера остается одной из 
важных проблем здравоохранения. в мире ежегодно 
регистрируется от 1,3 до 2,9 млн случаев заболева-
ния холерой, из которых до 95 тыс. заканчиваются 
смертью больного [1–3]. одним из эффективных 
методов борьбы с холерой является применение 
оральных холерных вакцин. в настоящее время в 
мире лицензированы шесть оральных вакцин, обес-
печивающих иммунную защиту от холеры [4]. в 
российской Федерации зарегистрирована «вакцина 
холерная бивалентная химическая, таблетки, покры-
тые, кишечнорастворимой оболочкой», производства 
роснипчи «микроб» (россия) [5]. протективные 
свойства данной вакцины обеспечиваются двумя 
активными компонентами: холероген-анатоксином 
и о1-антигеном [6–8]. эффективность этой вакци-
ны не уступает широко применяемой во всем мире 
оральной холерной вакцине Dukoral [4].

компоненты вакцины холерной бивалентной хи-
мической получают из бульонных культур штаммов-
продуцентов, выращенных методом глубинного 
культивирования в биореакторах [6, 7]. поэтому 
оптимизация условий роста микробной популяции с 
целью увеличения синтеза о1-антигена и холерного 
токсина (хт), из которого посредством формоловой 
детоксикации получают холероген-анатоксин, оста-
ется актуальным направлением исследований.

состав питательной среды играет важную роль 
в процессе получения антигенных компонентов вак-
цины, обеспечивающих ее протективные свойства. 
в настоящее время в процессе глубинного культи-
вирования штаммов холерного вибриона (проду-
центов компонентов вакцины холерной) использу-
ется питательная среда на основе панкреатического 
гидролизата казеина (орк – основной раствор ка-
зеина), приготовленного лабораторным способом. 
холерный вибрион выращивают в условиях глу-
бинного культивирования в бульоне из орк, содер-
жащем (2±0,1) г/л аминного азота, до 1 % пептона 
и имеющем рн (8,0±0,1) [9]. изготовление лабора-
торным способом жидкой основы для среды требует 
значительных материальных и временных затрат, к 
тому же гидролизат длительное время хранится при 
температуре (6±2) °с, что приводит к накоплению 
меланинподобного пигмента.

цель работы – подбор стандартной основы, со-
держащей сухой гидролизат казеина, для приготов-
ления питательной среды, используемой в произ-
водстве вакцины холерной бивалентной химической 
при глубинном культивировании штаммов холерно-
го вибриона в биореакторах.

материалы и методы

в работе использованы производственные штам-
мы V. cholerae о1 классического биовара: штамм 

569в серовара инаба и штамм м-41 серовара огава, 
полученные из государственной коллекции патоген-
ных бактерий «микроб». 

глубинное культивированине проводилось в 
биореакторах BioForsPilot 300 в течение (9±1) ч с 
аэра цией и автоматической подкормкой глюкозой и 
аммиаком. общий расход за цикл составлял в сред-
нем (6±2) л 40 % раствора глюкозы и (0,7±0,1) л 10 % 
раствора аммиака [10].

для анализа эффективности процесса в иссле-
дование взяты следующие среды на основе гидроли-
зата казеина: жидкого основного раствора панкреа-
тического гидролизата казеина лабораторного при-
готовления (орк), сухого ферментативного гидро-
лизата казеина производства Himedia (Фгк), сухого 
панкреатического гидролизата казеина производства 
гнц пбм оболенск (пгк). все перечисленные сре-
ды имели рн (8,0±0,1) и содержали NaCl – 0,5 %, 
Na2HPO4 – 0,06 %, пептон до 1 %. содержание амин-
ного азота в средах составляло:

1. питательная среда на основе орк – аминный 
азот (2±0,1) г/л;

2. питательная среда на основе пгк (гнц 
пбм) – аминный азот (1±0,1) г/л; 

3. питательная среда на основе пгк (гнц 
пбм) – аминный азот (2±0,1) г/л;

4. среда на основе Фгк тип I Himedia – амин-
ный азот (2±0,1) г/л;

5. среда на основе Фгк тип I Himedia – амин-
ный азот (1±0,1) г/л; 

6. среда на основе Фгк тип I Himedia – амин-
ный азот (1,5±0,1) г/л.

конечную концентрацию микробных клеток 
в бульонной культуре определяли по отраслевому 
стандарту мутности (осо) бактериальных взвесей 
42-28-85п (10 ме), эквивалентному 2,2∙109 м.к. для 
холерных вибрионов.

для определения эффективности питательных 
сред по показателю специфической активности хт в 
работе использовали образцы фильтрата бульонной 
культуры V. cholerae 569в, для определения актив-
ности о-антигена использовали формалинизирован-
ные безмикробные центрифугаты бульонной куль-
туры штаммов V. cholerae 569в и м-41. подготовку 
всех образцов проводили согласно сп 1.3.3118-13 
«безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)».

активность о-антигена в безмикробном центри-
фугате бульонной культуры производственных штам-
мов определяли по величине титра в стандартной 
реакции диффузной преципитации (рдп) с сыворот-
кой диагностической холерной о1 адсорбированной 
сухой для реакции агглютинации в агаре дифко (1 % 
агар дифко в 0,9 % растворе натрия хлорида, содер-
жащий 0,01 % мертиолята). за титр рдп принимали 
максимальное разведение препарата, дающее линию 
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преципитата с холерной о1-сывороткой.
активность хт в фильтратах бульонной культу-

ры штамма V. cholerae 569B определяли в реакции 
пассивного иммунного гемолиза (рпиг) и кожной 
пробе крейга. для постановки рпиг использовали 
чашки петри с синказным агаром. за титр реакции 
принимали минимальное разведение образца филь-
трата бульонной культуры, которое образовывало 
зону лизиса эритроцитов [11]. определение актив-
ности хт по методу крейга проводили на взрослых 
кроликах и выражали в минимальной кожной дозе, 
которая вызывала образование папул (5–10) мм в 
диаметре [12].

результаты и обсуждение

проведен сравнительный анализ эффективно-
сти питательных сред, содержащих жидкую (лабо-
раторного приготовления) или сухую основу с раз-
ным содержанием аминного азота, по показателям 
количества биомассы и специфической активности 
целевых продуктов (хт и о-антиген), полученных 
из бульонных культур штаммов холерного вибриона, 
выращенных методом глубинного культивирования.

в процессе культивирования на всех взятых в 
анализ питательных средах поддерживали одинако-
вые условия культивирования, разработанные для 
производственных штаммов V. cholerae: поддер-
жание величины рн на уровне (7,5±0,5) в течение 
первых восьми часов роста и (8,0±0,3) в течение по-
следних двух часов; использование 40 % раствора 
глюкозы и 10 % раствора аммиака [10]. первые часы 
роста культивирование проводили при температуре 
(36±0,5) °с. для штамма V. cholerae M-41 этот ре-
жим сохраняли до конца роста, для штамма V. chole-
rae 569в начиная с 5 ч роста температуру снижали 
до (33±1,0) °с.

для сравнения результатов, полученных при вы-
ращивании шаммов V. cholerae M-41 и 569в на пита-
тельных средах с разной основой и отличающихся 
содержанием аминного азота, учитывали:

- конечную концентрацию микробных клеток в 
культуре;

- величину титра в стандартной реакции диффу-
зионной преципитации (рдп) с о1-сывороткой.

кроме того, для сравнения результатов, полу-
ченных при выращивании штамма V. cholerae 569в 
на разных питательных средах учитывали:

- максимальное разведение образца фильтрата 
бульонной биореакторной культуры, которое образо-
вывало зону лизиса эритроцитов в рпиг;

- минимальную кожную дозу фильтрата бульон-
ной культуры, которая вызывала образование папул 
от 5 до 10 мм в диаметре в пробе крейга. 

анализ полученных результатов показал (рису-
нок), что конечная концентрация микробных клеток 
в бульонных культурах, выращенных на всех пред-
ставленных питательных средах, была не менее 
(35,0±0,5) млрд м.к./мл. при культивировании штам-
ма V. cholerae м-41 данный показатель был выше 
при использовании среды Фгк тип I, c содержанием 
аминного азота (1,5±0,1) г/л. при культивировании 
штамма V. cholerae 569в на аналогичной среде са-
мым высоким этот показатель был при содержании 
аминного азота (2±0,1) г/л. снижение аминного азо-
та до (1±0,1) г/л приводило к уменьшению выхода 
биомассы на (30±1) % для штамма V. cholerae M-41 
и на (20±1) % для штамма V. cholerae 569в. 

показатель содержания о1-антигена в жидких 
фракциях огава и инаба при использовании в про-
цессе культивирования перечисленных выше пи-
тательных сред также соответствовал требованиям 
нормативной документации (реципрокный титр в 
рдп не ниже 4). при использовании традиционной 
среды (основа орк лабораторного приготовления) 
данный показатель колебался от 8 до 32 во фракции 
огава и стабильно составлял 8 во фракции инаба 
(таблица). 

при культивировании на среде с основой Фгк 
тип I показатель специфической активности о1-
антигена по результатам рдп во фракции огава со-
ставлял от 4 до 16 (реципрокный титр), во фракции 
инаба – 8.

при культивировании на среде с основой пгк, 
содержащей (1±0,1) и (2±0,1) г/л аминного азота, 
данный показатель активности о1-антигена коле-

сравнительная характеристика эффектив-
ности питательных сред на основе гидроли-
затов казеина при глубинном культивирова-
нии штаммов V. cholerae м-41 и V. cholerae 
569в:
варианты питательных сред: 1 – на основе орк; 
2, 3 – на основе пгк; 4, 5, 6 – на основе Фгк 
тип I. содержание амминного азота (г/л): 1, 3, 4 – 
по (2±0,1); 2, 5 – (1±0,1); 6 – (1,5±0,1)

Comparative characteristics of efficiency of 
casein hydrolysate-based nutrient media under 
submerged cultivation of V. cholerae M-41 
and V. cholerae 569 B strains:
Variants of nutrient media: 1 – basic solution of ca-
sein; 2, 3 – based on pancreatic hydrolysate of ca-
sein; 4, 5, 6 – based on enzymatic hydrolysate of 
casein type I. Content of amino nitrogen (g/l): 1, 3, 
4 – (2±0.1); 2, 5 – (1±0.1); 6 – (1.5±0.1)
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бался от 12 до 32 во фракции огава и от 8 до 16 во 
фракции инаба. 

величина титра жидкой фракции инаба в реак-
ции пассивного иммунного гемолиза (рпиг) также 
соответствовала требованиям нормативной докумен-
тации (обратный титр не ниже 8) при использовании 
всех взятых в исследование питательных сред: от 8 
до 256 на среде с орк, от 32 до 256 на среде c осно-
вой Фгк тип I (Himedia) и от 8 до 16 на среде с пгк 
(гнц пбм). активность фильтратов бульонных 
культур штамма V. cholerae 569в (хт), выращенных 
на питательных средах, также показала соответствие 
требованиям нормативной документации (не ниже 
2 тыс. единиц) и составила: от 16 тыс. до 128 тыс. 
на среде с орк лабораторного приготовления, от 
24 тыс. до 256 тыс. на среде Фгк тип I (Himedia), 
от 16 тыс. до 32 тыс. на среде с пгк (гнц пбм), 
содержащей (1±0,1) г/л аминного азота, и 32 тыс. 
на среде пгк (гнц пбм), содержащей (2±0,1) г/л 
аминного азота.

конечный выход протективных антигенов при 
выделении их из бульонных культур холерного ви-
бриона, полученных при культивировании на пита-
тельных средах, приготовленных на основе гидроли-
зата казеина разных производителей, свидетельству-
ет о целесообразности использования стандартных 
сухих основ. так, вес сухой фракции огава, полу-
ченной при культивировании на среде с Фгк тип I 
(Himedia), содержащей (1±0,1) г/л аминного азота, 
в 2 раза превысил вес аналогичной фракции, полу-
ченной при культивировании на среде с орк, со-

держащей (2±0,1) г/л аминного азота: (735,0±25,0) и 
(366,0±142,5) г. для фракции инаба этот показатель 
соответственно составил (644,0±44,5) г при культи-
вировании на среде c Фгк тип I (Himedia), содер-
жащей (1±0,1) г/л аминного азота, и (250,0±136,0) г 
при культивировании на среде с орк, содержащей 
(2±0,1) г/л аминного азота.

таким образом, сравнительный анализ показа-
телей количества и активности протективных анти-
генов, полученных из бульонных культур штаммов 
холерного вибриона, выращенных методом глубин-
ного культивирования на питательных средах с осно-
вой из гидролизата казеина разных производителей 
показал, что все взятые в исследование среды соот-
ветствуют требованиям нормативной документации 
и могут использоваться в производстве вакцины 
холерной бивалентной химической. вместе с тем, 
более стандартные и высокие показатели целевого 
продукта обеспечивает культивирование штаммов-
продуцентов на питательной среде на основе сухого 
ферментативного гидролизата казеина, содержащей 
(1,5±0,1) г/л аминного азота для штамма V. chole-
rae м-41 и (2±0,1) г/л аминного азота для штамма 
V. cholerae 569в, что предполагает преимуществен-
ное использование данной среды в производствен-
ных целях.

переход на использование стандартных сухих 
белковых компонентов сред культивирования позво-
лит снизить себестоимость серий вакцины холерной 
бивалентной химической и сократить время в про-
цессе ее производства.

сравнительная характеристика эффективности питательных сред с разной основой по выходу целевого продукта
Comparative characteristics of efficiency of nutrient media with different basis by the target product yield

среда культивирования на основе гидролизата 
казеина

Cultivation medium based on casein hydrolysate

содержание о-антигена 
огава в жидкой фракции 
(обратный титр в рдп)

Content of O-antigen 
Ogawa in liquid fraction 
(reverse titer in diffusion 

precipitation reaction)

содержание о-антигена 
инаба в жидкой  

фракции
(обратный титр в рдп)

Content of O-antigen 
Inaba in liquid fraction 

(reverse titer in diffusion  
precipitation reaction)

активность холерного токсина
Cholera toxin activity

рпиг (обратный титр)

passive immune  
hemolysis test  
(reverse titer)

реакция крейга (тыс.)

Craig’s test (thous.)

орк, аминный азот (2±0,1) г/л

Basic solution of casein, amino nitrogen (2±0,1) g/l
8–32 8 8–256 16–128

Фгк тип I, аминный азот (1±0,1) г/л

Enzymatic  hydrolysate of casein type I, amino 
nitrogen (1±0,1) g/l

4–8 8 32–256 24–256

Фгк тип I, аминный азот (1,5±0,1) г/л

Enzymatic  hydrolysate of casein type I, amino 
nitrogen (1.5±0,1) g/l

16
не определяли

not measured

не определяли

not measured

не определяли

not measured

Фгк тип I, аминный азот (2±0,1) г/л

Enzymatic  hydrolysate of casein type I, amino 
nitrogen (2±0,1) g/l

16
не определяли

not measured

не определяли

not measured

не определяли

not measured

пгк гнц пбм, аминный азот (1±0,1) г/л

Pancreatic hydrolysate of casein (State 
Scientific Center of Applied Microbiology and 
Biotechnology), amino nitrogen (1±0,1) g/l

12–32 4–8 8–16 16–32

пгк, гнц пбм, аминный азот (2±0,1) г/л

Pancreatic hydrolysate of casein (State 
Scientific Center of Applied Microbiology and 
Biotechnology), amino nitrogen (2±0,1) g/l

12–32 4–8 8–16 32
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