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распространение штаммов Vibrio cholerae, обладающих множественной антибиотикоустойчивостью, обу-
словливает необходимость поиска альтернативных антибиотикам средств. такими средствами могут стать хо-
лерные бактериофаги. цель работы – изучение безопасности смеси холерных бактериофагов на модели экспери-
ментальных животных. материалы и методы. в работе использовали композицию на основе холерных фагов 
Rostov-м3, Rostov-13, Фб1. проведена оценка токсичности препарата, цитотоксического и апоптогенного вли-
яния на экспериментальных животных. результаты и обсуждение. показано, что однократное введение мак-
симальной определенной дозы смеси фагов не вызывает негативного воздействия на организм лабораторных 
животных. сравнение с контролем не показало статистически достоверных отличий гистологической картины 
в органах опытных животных после длительного введения препарата. также после однократного и повторного 
семидневного приема данные фаги не вызывают апоптоза и некроза иммунокомпетентных клеток эксперимен-
тальных животных. результаты данных исследований свидетельствуют о безопасности 3-компонентной фаговой 
композиции и в перспективе могут быть использованы для дальнейшей разработки новых биопрепаратов на осно-
ве холерных бактериофагов.
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и цитотоксическое влияние.
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Abstract. The spread of Vibrio cholerae strains with multiple antibiotic resistance necessitates the search for alterna-
tives to antibiotics. Cholera bacteriophages can become such means. The aim of the work was to study the safety of 
a mixture of cholera bacteriophages using an experimental animal model. Materials and methods. We used a composi-
tion based on cholera phages Rostov-M3, Rostov-13, FB1. The toxicity of the drug, cytotoxic and apoptogenic effects 
in experimental animals were assessed. Results and discussion. It has been shown that a single administration of the 
maximum defined dose of the mixture of phages does not cause negative effects on the body of laboratory animals. 
Comparison with the control group has not revealed statistically significant differences in the histological picture in the 
organs of the experimental animals after long-term administration of the drug. Also, after a single and repeated seven-day 
administration, these phages do not cause apoptosis and necrosis of immune competent cells in experimental animals. 
The results of the studies indicate the safety of the 3-component phage composition and can be used for the further de-
velopment of new biological products based on cholera bacteriophages in the future.
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в результате широкого распространения анти-
биотикоустойчивости Vibrio cholerae заболевание 
холерой представляет серьезную проблему для со-
временного здравоохранения [1]. в связи с этим со-
храняет актуальность проблема расширения арсена-
ла профилактических средств, обладающих направ-
ленным бактерицидным действием в отношении 
холерных вибрионов. в качестве одного из таких 
средств рассматриваются бактериофаги [2].

основными преимуществами фагопрофилакти-
ки являются отсутствие побочных эффектов, совме-
стимость с любыми фармакологическими препара-
тами, безопасность приема во время беременности, 
возможность применения пациентами с аллергиче-
скими реакциями, стимуляция факторов специфи-
ческого и неспецифического иммунитета [3]. также 
фагопрофилактика показана детям до двух лет, что 
является важным аспектом при разработке средств 
лечения и профилактики инфекционных болез-
ней [4].

одним из важных критериев разработки новых 
фармакологических препаратов, в том числе и фаго-
вых, является проведение токсикологических иссле-
дований на здоровых животных, так как выявление 
патологий, развивающихся в результате введения 
исследуемого вещества, позволяет получить допол-
нительную информацию о его токсичности для кор-
ректировки дозы и состава.

целью нашей работы стало изучение аномаль-
ной (острой) и хронической (подострой) токсично-
сти смеси холерных бактериофагов, апоптогенного и 
цитотоксического влияния на иммунокомпетентные 
клетки экспериментальных животных.

материалы и методы

в работе использовалась фаговая компози-
ция, в состав которой вошли холерные бактерио-
фаги Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1 из коллекции-
депозитария лаборатории бактериофагов Фкуз 
ростовский-на-дону противочумный институт 
роспотребнадзора. изучение свойств бактериофагов 
проводили общепринятыми методами [5]. 

Фаги, взятые в эксперимент, подвергали сте-
рилизующей фильтрации с помощью насадки 
Filtropur S 0,22 мкм. очистку от эндотоксинов прово-
дили на хроматографической колонке Endo Trap HD 
(германия) согласно инструкции производителя. 
после фильтрации фаги были соединены в равных 
соотношениях.

все стадии исследований соответствовали за-
конодательству рФ, международным этическим нор-
мам и нормативным документам учреждения, а так-
же были одобрены комиссией по биоэтике Фкуз 
ростовский-на-дону противочумный институт 
роспотребнадзора. для статистической обработки 
все эксперименты проводили в трех повторах.

для проведения опыта по оценке аномальной 
токсичности в эксперимент взяты беспородные бе-

лые мыши с массой тела 18–20 г. животных разде-
лили на три группы по 10 особей. Фаговую компози-
цию (Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1) вводили экспери-
ментальным животным разными способами в макси-
мальной определенной (опытной) дозе [6] в концен-
трации n·108 – n·109 бое/мл. испытуемое средство 
вводили животным однократно, первой группе – по 
1,0 мл внутрибрюшинно, второй группе – по 0,5 мл 
подкожно в область задней лапы, третьей группе – 
0,5 мл per os. также исследование аномальной ток-
сичности было выполнено на четырех здоровых 
кроликах (2–2,5 кг). данным животным перорально 
вводили одну разовую максимальную определенную 
(опытную) дозу испытуемого препарата по 10,0 мл 
(n·108 – n·109 бое/мл). за испытуемыми наблюдали 
в течение 14 суток. контрольные группы животных 
получали перорально забуференный раствор натрия 
хлорида (зФр) 0,9 % в объемах, аналогичных опыт-
ным группам.

эксперимент по оценке хронической (под-
острой) токсичности проведен на 20 здоровых бе-
лых мышах (20–24 г). первой группе (10 животных) 
продукт вводили внутрижелудочно один раз в день 
по 0,5 мл (n·108 – n·109 бое/мл) в течение 15 дней. 
второй группе (10 животных) препарат вводили 
внутрижелудочно в той же дозе один раз в день по 
0,5 мл в течение 21 дня. контрольные группы по-
лучали перорально зФр в том же объеме. у взятых 
в опыт животных ежедневно проводили осмотр на 
наличие клинических симптомов общей интоксика-
ции, а также измеряли массу тела (протокол заседа-
ния комиссии по биоэтике от 25.03.2021 № 3).

по окончании сроков наблюдения (15-й и 21-й 
день) проводили эвтаназию белых мышей с соблю-
дением требований биоэтики, после чего осущест-
вляли их вскрытие. полученные паренхиматозные 
органы и их фрагменты сразу фиксировали в 10 % 
нейтральном забуференном формалине. подготовка 
гистологических препаратов проводилась по стан-
дартной методике [7]. тканевые образцы заключали 
в парафин и с помощью микротома получали полу-
тонкие срезы, которые окрашивали гематоксилином 
и эозином. гистологическое исследование проводи-
лось на моторизованном микроскопе Leica DM 6000 
(германия).

для оценки апоптогенной и цитотоксической 
активностей взрослым кроликам (три группы по 
два кролика весом 1,5 кг) внутрижелудочно че-
рез зонд вводили по 3 мл смеси бактериофагов 
(Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1) в концентрации n·108 –  
n·109 бое/мл в течение 7 дней. контрольным живот-
ным вводили раствор натрия хлорида 0,9 % в объе-
мах, аналогичных опытным группам. забор крови 
осуществляли из ушной вены кролика в вакуумные 
пробирки с гепарином. цельную кровь окрашивали 
реагентами из набора Annexin V (eBioscience, сШа). 
на проточном цитофлюориметре Naviоsтм (Beckman 
Coulter, сШа) проводили подсчет относительно-
го количества жизнеспособных клеток в состоянии 
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апоптоза и некроза, оценивали не менее 10 тыс. со-
бытий (протокол заседания комиссии по биоэтике от 
08.06.2021 № 5).

статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007). 
значения доверительных интервалов среднеариф-
метического (м) определяли для уровня достовер-
ности (р) 95 %. отличия считали значимыми при 
p<0,05. для выявления достоверности различий 
между независимыми выборками использовали не-
параметрический критерий манна – уитни. как зна-
чимый оценивался уровень р<0,05.

результаты и обсуждение

оценка аномальной и хронической токсично-
сти на двух экспериментальных моделях показа-
ла, что при любом способе введения однократной 
максимально определенной для животных дозы ис-
пытуемые фаги не являются токсичными, так как 
признаков интоксикации у мышей и кроликов не 
наблюдали. также установлено, что при длитель-
ном пероральном приеме коктейля бактериофагов 
внешний вид и привес мышей, поведенческие ре-
акции в экспериментальной и контрольной группах  
не отличались.

исследование гистологических препаратов ор-
ганов, взятых для исследования на 15-е и 21-е сутки 
эксперимента, не выявило патологических измене-
ний, значимых для здоровья животных. анализ по-
лученных данных показал, что количество животных 
в опытных группах, имеющих изменения в органах, 
достоверно не отличалось от такового в контроль-
ных группах.

оценка цитотоксического и апоптогенного влия-
ния смеси холерных фагов на форменные элементы 
крови взрослых кроликов показала, что прием дан-
ного коктейля в течение 7 дней не вызывает увели-
чения количества иммунокомпетентных клеток в со-
стоянии апоптоза и не оказывает цитотоксического 
эффекта. количество жизнеспособных моноцитов, 
лимфоцитов, нейтрофилов у опытных животных 
статистически не отличалось от аналогичных по-
казателей контрольных групп кроликов. такая же 
тенденция сохранялась и после повторного введения 
(в течение 7 дней) смеси бактериофагов этой группе 
кроликов.

таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о безопасности смеси холерных фагов 
Rostov-м3, Rostov-13 и Фб1 для экспериментальных 
животных и, после оценки ее профилактической эф-
фективности, могут быть использованы для разра-
ботки экспериментального профилактического фаго-
вого препарата, способного расширить возможности 
профилактических мероприятий против холеры.
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