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Важным фактором технологического процесса 
в производстве многих иммунобиологических пре-
паратов является выбор питательной среды, обеспе-
чивающей рост микроорганизмов и синтез целевого 
продукта. При этом следует учитывать, с одной сто-
роны, энергетические и материальные потребности 
микробной клетки, а с другой – экономичность сырья 
и его доступность. Из обзора литературы ясно, что 
для производства холерной вакцины (ХВ) исполь-
зуют ограниченное количество сред [3]. Эти среды 
содержат в качестве основы животный белок – ги-
дролизат по Хоттингеру, пептон Мартена, гидроли-
зат казеина, что в значительной мере обусловливает 
высокую стоимость выпускаемого препарата.

Ранее в РосНИПЧИ «Микроб» был предложен 
способ получения автолизата пекарских дрожжей и 
доказана эффективность его использования в качестве 
основы сред для культивирования чумного микроба и 
холерных вибрионов [6]. Продолжением этой работы 
стала разработка жидких сред на основе дрожжево-
го автолизата с целью получения посевных культур 
штаммов, используемых в производстве ХВ [2].

Имеются данные литературы об использова-
нии комплекса диагностических питательных сред 
на основе гидролизата пекарских дрожжей для вы-
деления и накопления холерных вибрионов [5, 7, 8]. 
Однако в доступной нам литературе нет сведений о 
возможности применения сред на основе автолизата 
или гидролизата дрожжей при глубинном культивиро-
вании штаммов, используемых в производстве ХВ.

Другой ценной белковой основой при изготов-
лении сред является гидролизат фибрина – панкреа-
тический перевар фибриллярного белка крови лоша-
дей. С целью внедрения малоотходных технологий в 
РосНИПЧИ «Микроб» разработан способ приготов-
ления панкреатического гидролизата фибрина и за-
патентована питательная среда на его основе для глу-
бинного культивирования холерных вибрионов [1, 4]. 

Учитывая стоимость традиционно используемых 
в производстве ХВ питательных сред, ожидаемый 
эффект от внедрения новых сред на основе непище-
вого белка заключается в снижении себестоимости 
ХВ и повышении выхода синтезируемых холерными 
вибрионами протективных антигенов – О‑анти гена 
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(О‑АГ) и холерного токсина (ХТ). 
Цель работы – сравнение эффективности жидких 

питательных сред на основе панкреатического пере-
вара фибрина и автолизата пекарских дрожжей и сред, 
традиционно используемых для производственного 
культивирования штаммов холерного вибриона.

Материалы и методы

В работе использованы штаммы холерных ви-
брионов Vibrio cholerae O1 M‑41 и V. cholerae 569 В, 
полученные из Госколлекциии патогенных бактерий 
РосНИПЧИ «Микроб».

В качестве контрольных питательных сред (ПС) 
использованы жидкие среды лабораторного изготов-
ления (РосНИПЧИ «Микроб») с рН (7,7±0,1): среда 
на основе гидролизата по Хоттингеру (ГХ) и среда на 
основе панкреатического гидролизата казеина (ГК), 
соответствующие требованиям МУК 4.2.2316‑08 
«Методы контроля бактериологических питательных 
сред» и МУ 3.3.2.2124‑06 «Контроль диагностиче-
ских питательных сред по биологическим показате-
лям для возбудителей чумы, холеры, сибирской язвы, 
туляремии, бруцеллеза, легионеллеза».

Экспериментальными ПС являлись среды на 
основе гидролизата фибрина (ГФ), на основе автоли-
зата пекарских дрожжей (АПД) и комбинированная 
среда (КС) с основой из ГФ с добавлением АПД до 
1 %. Физико‑химические показатели используемых 
питательных основ соответствовали требованиям 
МУК 4.2.2316‑08 [1, 2, 4, 6]. Все среды в процессе при-
готовления осветляли и очищали по единой техноло-
гии с использованием активированного угля и глубин-
ной фильтрации. Стерилизацию сред осуществляли в 
реакторе‑ферментере при 120 °С в течение 30 мин.

Для глубинного культивирования штаммов 
V. сholerae использовали термостатируемый шейкер‑
инкубатор RC‑TK (USA) и реактор‑ферментер с ра-
бочим объемом 500 дм3 (Фастов, Украина), исполь-
зуемый в производстве холерной вакцины. 

Концентрирование формалинизированной био-
массы перед выделением антигена (АГ) осуществля-
ли на центрифуге Beckman (Германия) при 15000 g. 

Качество питательных сред оценивали по био-
логическим показателям согласно МУ 3.3.2.2124‑
06. Эффективность экспериментальных питатель-
ных сред при глубинном культивировании штаммов 
V. cholerae определяли как по выходу микробных 
клеток с 1 мл питательной среды, учитывая концен-
трацию микробных клеток в осадке после центрифу-
гирования культуральной среды, так и по количеству 
продуцируемого вибрионами О‑антигена (О‑АГ) и 
холерного токсина (ХТ) на 1 мл среды. Материалом 
для выделения холерных антигенов служили обрабо-
танные формалином центрифугаты бульонной куль-
туры указанных штаммов холерного вибриона.

Для количественной оценки О‑АГ в центрифу-
гате бульонной культуры V. cholerae M‑41 применяли 
регламентированный тест – реакцию диффузионной 

преципитации (РДП) в агаровом геле по Оухтерлони 
со специфическими агглютинирующими сыворотка-
ми производства РосНИПЧИ «Микроб» и иммуно-
ферментный анализ (ИФА) с конъюгатом. Продукцию 
ХТ токсин‑продуцирующим штаммом V. cholerae 
569 В определяли в ИФА с GM1‑ганглиозидами и 
антитоксической холерной сывороткой или в дот‑
иммуноанализе с стафилококковым белком А, ме-
ченным наночастицами коллоидного золота.

Для определения концентрации холерных ви-
брионов использовали отраслевой стандартный об-
разец (ОСО) мутности 42‑28‑85‑П ФГБУ НЦЭСМП 
(Москва).

Статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t‑критерия Стъюдента.

Результаты и обсуждение

В условиях малообъемного (125 мл) глубинно-
го культивирования в термостатируемом шейкере‑
инкубаторе RC‑TK штаммы холерных вибрионов 
выращивали на экспериментальных и контрольных 
ПС в течение 9–10 ч при температуре (36±1) °С для 
V. cholerae М‑41 и (30±1) °С для V. cholerae 569 В. 
Посевная доза, приготовленная по ОСО мутности, 
составляла 1 млрд м.к.

Морфологические и биохимические свойства 
штаммов холерного вибриона, выращенных на 
экспериментальных ПС, были типичными и не от-
личались от свойств штаммов, культивированных 
на контрольных средах, что свидетельствует о ста-
бильности основных свойств штаммов холерного 
вибриона и оптимальном составе сред.

В таблице представлены результаты мало-
объемного глубинного культивирования штаммов 
V. cholerae O1 M‑41 и V. cholerae O1 569 В в термо-
статируемом шейкере‑инкубаторе RC‑TK на экспе-
риментальных и контрольных ПС. В каждом экс-
перименте были использованы по три эксперимен-
тальные серии ПС, приготовленные из трех серий 
питательных основ. Анализ эффективности ПС по 
выходу биомассы холерных вибрионов и синтезу 
антигенного продукта (О‑АГ и ХТ) выявил инди-
видуальную чувствительность каждого штамма к 
составу среды, что согласуется с литературными 
данными по оптимальным условиям для синтеза 
АГ штаммами‑продуцентами [11]. 

Отмечено, что для накопления биомассы и син-
теза О‑АГ при культивировании штамма V. cholerae 
М41 оптимальной являлась среда на основе АПД, 
которая обеспечила выход биомассы культиви-
руемого штамма на уровне (48,0±0,7) мг/мл и про-
дукцию холерным вибрионом О‑АГ в количестве  
(1,2±0,03) мг/мл (tст<2, ρ<0,05). Традиционная сре-
да на основе ГХ уступала дрожжевым эксперимен-
тальным средам по количеству выхода биомассы 
штамма V. cholerae М41 – (32,8±0,4) мг/мл, однако 
превосходила экспериментальные среды по способ-
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ности продукцировать на ней О‑АГ – (1,6±0,02) мг/
мл. Среда на основе ГФ по эффективности оказалась 
близка к контрольной среде при культивировании на 
ней V. cholerae М41 и обеспечила выход биомассы в 
количестве (30,8±0,8) мг/мл, а синтез культивируе-
мым штаммом О‑АГ – (1,28±0,05) мг/мл.

При малообъемном культивировании штамма 
V. cholerae 569 В на экспериментальных и кон-
трольной ПС не отмечено достоверной разницы 
при накоплении биомассы на средах из ГФ, КС и 
ГХ – (40,0±0,4), (38,2±0,8) и (39,1±0,7) мг/мл со-
ответственно, но по этому показателю все они 
были значительно эффективнее среды на основе 
АПД – (20,1±0,7) мг/мл. При культивировании на 
ПС, содержащих АПД, V. cholerae 569 В синтези-
ровал ХТ в количестве (6,95±0,06) мкг/мл на КС 
и (7,18±0,03) мкг/мл на среде из АПД, уступая по 
данному показателю холерным вибрионам, культи-
вированным на среде из ГФ и контрольной среде, – 
(8,73±0,08) и (8,75±0,06) мкг/мл соответственно.

При проведении сравнительного иммунохи-
мического анализа выявлено, что V. cholerae 569 В 
при глубинном культивировании на среде из ГФ 
синтезировал О‑АГ в количестве 2,4 мкг/мл, на 
среде из АПД – 2,5 мкг/мл, и эти результаты зна-
чительно превышали количество О‑АГ, полученно-
го после культивирования штамма на контрольной 
среде – (1,28±0,09) мкг/мл (tст<2, ρ<0,05). На комби-
нированной среде штамм V. cholerae 569 В синте-
зировал О‑АГ достоверно меньше – (1,6±0,03) мкг/
мл, чем на средах ГФ и АПД, однако превосходил 
результат, полученный с контрольной среды, – 
(1,28±0,09) мкг/мл (tст<2, ρ<0,05).

Таким образом, в экспериментах по малообъем-
ному культивированию производственных штаммов 
холерного вибриона в шейкере‑инку ба то ре RC‑TK 
показана эффективность разработанных ПС на осно-
ве АПД и ГФ, данные среды по выходу биомассы и 
способности культивируемых на них штаммов про-
дуцировать О‑АГ и ХТ, в целом, не уступали тради-
ционной среде из ГХ. 

На основании результатов, полученных при 
малообъемном культивировании производствен-
ных штаммов холерного вибриона в шейкере‑
инкубаторе RC‑TK, представлялось целесообраз-

ным проведение экспериментального выращива-
ния штамма V. cholerae M‑41 в условиях глубинного 
культивирования в реакторе‑ферментере объемом 
500 дм3 на ПС из ГФ и АПД и на контрольной среде 
из гидролизата казеина (ГК). Среда на основе гидро-
лизата казеина с добавлением 1 % пептона выбра-
на в качестве контрольной, так как испльзуется для 
производственого культивирования штаммов холер-
ного вибриона в соответствии с ПР 01898109‑39‑12 
«Вакцина холерная бивалентная химическая, таблет-
ки, покрытые кишечнорастворимой оболочкой».

Все ПС имели реакцию рН (7,8±0,2), содер-
жание аминного азота составляло 0,2 % для ПС на 
основе ГФ и ГК и 0,05 % для ПС на основе АПД. 
Дополнительно в состав среды были включены соли 
NaCl в концентрации 0,5 % и Na2HPO4х12Н2О в кон-
центрации 0,006 %. 

При глубинном культивировании V. сholerae 
М‑41 в условиях ферментера при температуре 
(37±1) °С с автоматической подкормкой 40 % глю-
козой и коррекцией рН аммиаком наиболее эффек-
тивной оказалась среда на основе ГФ – через 10 ч 
культивирования концентрация холерных вибрионов 
составила 158 млрд м.к./мл, в то время как на тради-
ционной среде из ГК – 111,4 млрд м.к./мл. Наименее 
эффективной оказалась среда на основе АПД – через 
10 ч культивирования зарегистрирована концентра-
ция 64 млрд м.к./мл (рисунок). 

В условиях масштабированного культивирова-
ния V. сholerae М‑41 в реакторе‑ферментере на среде 
с основой АПД выявлена тенденция быстрого за-
кисления культуральной жидкости после трех часов 
культивирования, что создало проблему с поддержа-
нием оптимального уровня рН. Возможно, проблема 
связана с неоптимальным режимом подкормки рас-
твором 40 % глюкозы, поскольку среда на основе 
АПД уже имеет в своем составе глюкозу. В ряде ра-
бот установлено, что избыточное добавление глюко-
зы в культуральную жидкость в ходе периодического 
глубинного культивирования холерных вибрионов 
приводит к закислению, уменьшению скорости ро-
ста микроорганизмов и, соответственно, уменьше-
нию накопления антигенов [10, 12].

При определении количества О‑АГ в центри-
фугатах формалинизированной культуры V. сhole rae 

Накопление биомассы и продукция О-антигена и холерного токсина штаммами V. cholerae О1  
при малообъемном глубинном культивировании на экспериментальных и традиционной питательных средах

Штамм Питательная  
среда

N амин., 
 %

Накопление  
биомассы,  

мг/мл среды

Продукция АГ

О‑АГ, обратный 
титр в РДП

О‑АГ, мг/мл  
в ИФА

ХТ, обратный  
титр в РДП

ХТ, мкг/мл  
в ИФА

V. cholerae М41 ГФ 0,1 30,8±0,8 32 1,28±0,05 - -
КС (ГФ+1% АПД) 0,12 34,8±0,5 16 0,7±0,08 - -

АПД 0,03 48,0±0,7 1 1,2±0,03 - -
ГХ 0,12 32,8±0,4 32 1,6±0,02 - -

V. cholerae 569В ГФ 0,1 38,2±0,8 8 2,4±0,04 32 8,73±0,08
КС (ГФ+1%АПД) 0,12 39,1±0,7 8 1,6±0,03 8 6,95±0,06

АПД 0,03 20,1±0,7 4 2,5±0,05 16 7,18±0,03
ГХ 0,12 40,0±0,4 8 1,28±0,09 4 8,75±0,06

Примечание .  «–» – не проводили измерений.
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М‑41, выращенной на экспериментальных средах из 
ГФ и АПД и контрольной ПС на основе ГК регистри-
ровали положительную РДП в разведении 1/16, 1/4 и 
1/8 соответственно. 

Таким образом, сравнивая эффективность пита-
тельных сред на основе ферментативного гидролиза-
та фибрина и автолизата пекарских дрожжей при глу-
бинном культивировании V. cholerae М41 в условиях 
ферментера, можно сделать вывод о перспективности 
использования данных сред в производстве холерной 
вакцины. Применение среды на основе гидролиза-
та фибрина позволит комплексно решить проблему 
утилизации белкового отхода, образующегося при 
производстве антирабического иммуноглобулина, 
снизить экологическую нагрузку на внешнюю среду 
и получить благоприятный экономический эффект. 

Работа выполнена в рамках плановых НИР 40‑
2‑09 «Оптимизация технологических этапов произ-
водства МИБП и разработка новых препаратов для 
диагностики особо опасных инфекций», № госреги‑
стра ции 0120.0853923 и НИР 48‑2‑14 «Разработка и 
внедрение в производство МИБП новых решений, 
направленных на повышение качества препаратов и 
эффективности технологических процессов» (2014‑
2016), № госрегистрации 01201457722.
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