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ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора является единственным про-
изводителем зарегистрированных на территории РФ медицинских изделий для фагодиагностики чумы и хо-
леры. Основной стадией изготовления диагностических бактериофагов является их накопление в культуре 
штамма-продуцента, предполагающее использование питательных сред (ПС) на различной белковой основе. 
Исследователями отмечаются все более учащающиеся случаи нестандартности последних, что нередко приводит 
к ухудшению качественно-количественных показателей фаголизатов. Цель работы – исследование возможности 
применения пептона из фибрина в качестве альтернативной основы питательных сред на этапе накопления бак-
териофагов в производстве препаратов для фагодиагностики чумы и холеры. Материалы и методы. В качестве 
штаммов-продуцентов использовали Yersinia pestis EV НИИЭГ и специфичные к нему бактериофаги – диагно-
стический Покровской и Л-413С; Vibrio cholerae cholerae O1 145 и V. cholerae El Tor O1 75М и специфичные к 
ним бактериофаги – классический (С) и эльтор (XII и XV) соответственно. Контроль активности и специфич-
ности чумных бактериофагов, накопленных на экспериментальных ПС, проводили используя штаммы Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis I–VI серотипов. Контроль активности и специфичности холерных бактериофагов, накоплен-
ных на экспериментальных ПС, проводили используя соответствующие штаммы V. cholerae cholerae и V. cholerae 
El Tor O1. Состав жидких ПС на основе пептона из фибрина в зависимости от потребностей культивируемых ми-
кроорганизмов отличался по показателям: аминному азоту, содержанию кофакторов неорганической и органиче-
ской природы, водородному показателю. Результаты и обсуждение. Применение пептона из фибрина в качестве 
основы ПС для накопления чумных (Покровской и Л-413С) и холерных (С, XII и XV) бактериофагов показало не 
уступающий или превосходящий результат в сравнении с контрольными питательными средами, нормируемыми 
производственными документами. Экспериментальные серии бактериофагов, в сравнении с коммерческими пре-
паратами, показали соответствие требованиям нормативной документации.
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Abstract. The Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe” of the Rospotrebnadzor is the only manufacturer 
of medical products for phage diagnostics of plague and cholera registered in the Russian Federation. The main stage of  
diagnostic bacteriophage production is their accumulation in the producer strain culture, which involves the use of nutri-
ent media (NM) with various protein bases. Researchers have noted an increasing number of cases of non-standardization 
of the latter, which often leads to deterioration in the qualitative and quantitative parameters of phage lysates. The aim 
of the work was to investigate the possibility of using fibrin peptone as an alternative basis for nutrient media at the stage 
of bacteriophage accumulation in the production of preparations for phage diagnostics of plague and cholera. Materials 
and methods. Yersinia pestis EV NIIEG was used as producer strain together with specific bacteriophages such as dia
gnostic Pokrovskaya and L-413C ones; Vibrio cholerae cholerae O1 145 and V. cholerae El Tor O1 75M and their spe-
cific bacteriophages – classical (C) and El Tor (XII and XV), were also used, respectively. The activity and specificity of 
plague bacteriophages accumulated on experimental nutrient media were tested using Y. pestis and Y. pseudotuberculosis 
strains, serotypes I–VI. The activity and specificity of cholera bacteriophages accumulated on experimental nutrient me-
dia were monitored using the corresponding strains of V. cholerae cholerae and V. cholerae El Tor O1. The composition 
of liquid nutrient media based on fibrin peptone varied depending on the needs of the cultured microorganisms in terms of 
the following parameters: amine nitrogen, inorganic and organic cofactor content, and hydrogen index. Results and dis-
cussion. The use of fibrin peptone as a nutrient medium base for the accumulation of plague (Pokrovskaya and L-413S) 
and cholera (C, XII, and XV) bacteriophages has demonstrated the results equal to or superior to those of control nutrient 
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Эпидемиологическая ситуация и прогноз по 
чуме и холере в последнее десятилетие продолжа-
ют оставаться неблагоприятными во многих странах 
мира, в том числе в Российской Федерации [1, 2]. На 
сегодняшний день в лабораторной диагностике чумы 
и холеры, наряду с молекулярно-генетическими ме-
тодами, остаются актуальными серологические и 
бактериологические методы исследований. Согласно 
МУ 3.1/4.2.4065-24 «Эпидемиологический надзор в 
природных очагах чумы на территории Российской 
Федерации: мониторинг, диагностика, профилакти-
ка» и МУК 4.2.3746-22 «Организация и проведение 
лабораторной диагностики холеры в лабораториях 
различного уровня», данные методы предусматри-
вают использование соответствующих медицинских 
изделий для in vitro диагностики (МИ ИВД) с целью 
индикации, идентификации и дифференциации воз-
будителей чумы и холеры, в том числе и препаратов 
для фагодиагостики.

В Российской Федерации единственным произ-
водителем препаратов для фагодиагностики чумы 
и холеры является ФКУН Российский противочум-
ный институт «Микроб» Роспотребнадзора [3]. При 
производстве указанных препаратов на стадии по-
лучения полуфабрикатов-фаголизатов традиционно 
используют жидкие и плотные бактериальные пита-
тельные среды (ПС) из пищевого белкового сырья. 
Применение перечисленных основ ПС в производ-
стве указанных МИ ИВД обусловливает высокую 
стоимость выпускаемых препаратов [4]. В настоя-
щее время отмечается увеличение нестандартно-
сти ПС, в ряде случаев приводящей к ухудшению 
показателя их эффективности на этапе накопления 
бактериофагов в производстве препаратов для фа-
годиагностики чумы и холеры [5]. Снижение себе-
стоимости препаратов диагностических бактерио-
фагов может быть достигнуто за счет использова-
ния в технологии производства сред из непищевого  
сырья [6].

Одной из основных функций бактериальных 
ПС, используемых в производстве препаратов для 
фагодиагностики чумы и холеры, является обеспече-
ние воспроизводимости процесса культивирования и 

максимального накопления биомассы гомологичной 
культуры, а на стадии получения полуфабрикатов-
фаголизатов – максимального накопления активных 
и специфичных вирусных частиц в отношении соот-
ветствующего возбудителя. Применение нестандарт-
ных питательных основ не гарантирует получения 
полуфабриката-фаголизата с уровнем активности, 
обеспечивающим диагностическую ценность гото-
вого препарата.

В ФКУН Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора разработана техноло
гия производства сухого пептона из фибрина из отхо-
дов производства профилактического иммунобиоло-
гического лекарственного препарата «Иммуноглобу
лин антирабический жидкий, раствор для инъек-
ций» по модифицированному способу Мартена [7]. 
Пептон обладает следующими физико-химическими 
характеристиками: порошок бело-желтого цвета, 
полностью растворимый в воде; аминный азот – 
1,34 %; общий азот – 5,74 %; полипептиды – 5,2 %; 
степень расщепления белка – 23,46 %, общее со-
держание аминокислот – 49,32 %; содержание сво-
бодных аминокислот – 10,06 %. Препарат содержит 
необходимое количество основных аминокислот, по-
требляемых патогенными биологическими агентами 
(ПБА), и может быть использован в качестве белко-
вой основы для изготовления бактериальных ПС. 

Целью нашей работы являлось исследование 
возможности применения пептона из фибрина в ка-
честве альтернативной основы ПС на этапе накопле-
ния бактериофагов в производстве препаратов для 
фагодиагностики чумы и холеры. Для достижения 
поставленной цели были определены следующие 
задачи исследования: 1) подобрать оптимальные со-
ставы ПС на основе пептона из фибрина и изучить 
их биологические показатели качества при накоп
лении бактериофагов, специфичных в отношении 
Yersinia pestis и Vibrio cholerae, в сравнении с про-
изводственными ПС; 2) получить образцы чумных и 
холерных бактериофагов в лиофилизированном виде 
и сравнить их с коммерческими сериями препаратов 
для фагодиагностики чумы и холеры на соответствие 
требованиям нормативной документации.

media specified by production regulations. Experimental bacteriophage series, compared with commercial preparations, 
showed compliance with regulatory requirements.
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Материалы и методы

В качестве штаммов-продуцентов использовали 
Y. pestis EV НИИЭГ и специфичные к нему бактерио
фаги – диагностический Покровской (далее – бакте-
риофаг Покровской) и Л-413С; V. cholerae cholerae 
O1 145 и V. cholerae El Tor O1 75М и специфичные к 
ним бактериофаги – классический (С) и эльтор (XII 
и XV) соответственно. 

Контроль активности и специфичности чумных 
бактериофагов, накопленных на эксперименталь-
ных ПС, проводили используя штаммы Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis I–VI серотипов. 

Контроль активности и специфичности холер-
ных бактериофагов, накопленных на эксперимен-
тальных ПС, проводили используя соответствующие 
штаммы V. cholerae cholerae и V. cholerae El Tor O1.

Все культуры получены из Государственной кол-
лекции патогенных бактерий ФКУН Российский про-
тивочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора.

Пептон из фибрина получали протеолизом фи-
брина пепсином при следующих условиях [7]: рас-
ход ферментного препарата – 14 г на 1 кг фибрина; 
гидромодуль 1:2; температура – плюс 42 °С; рН – 
2,0; время протеолиза – 18 ч. Сухую форму пептона 
из фибрина получали путем лиофилизации жидкого 
препарата на сублимационной сушильной установке 
Epsilon 2-6D (Martin Christ, Германия). 

Состав экспериментальных жидких ПС изме-
няли по количеству пептона из фибрина, выражен-
ного концентрацией аминного азота, кофакторов 
неорганической и органической природы и водо-
родного показателя в зависимости от потребностей 
культивируемых микроорганизмов (табл. 1, 2). 
В качестве контрольных использовали регламенти-
руемые производственной документацией жидкие 
ПС: при культивировании Y. pestis – ПС на основе 
ферментативного гидролизата мяса по Хоттингеру 
с содержанием 0,14 % аминного азота, 0,5 % пеп-
тона ферментативного, 0,3 % NaCl, 0,025 % Na2SO3, 
рН – 7,35; при культивировании V. cholerae – ПС на 
основе панкреатического гидролизата казеина ком-
мерческого (ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия) с содер-
жанием 0,12 % аминного азота, 0,5 % NaCl, 0,05 % 
(NH4)2MoO4, рН – 7,60. Для определения количества 
фаговых частиц, контроля активности и специфич-
ности действия бактериофагов использовали по-
лужидкие и плотные ПС с содержанием 0,7 и 1,4 % 
агар-агара соответственно, из ферментативного гид
ролизата мяса по Хоттингеру следующего состава: 
0,10 % аминного азота; 0,5 % NaCl; 0,09 % Na2HPO4; 
0,05 % K2HPO4; 0,07 % (NH4)2MoO4; 0,005 % Na2S2O5; 
для Y. pestis и Y. pseudotuberculosis рН – 7,2; для 
V. cholerae рН – 7,6. Экспериментальные и контроль-
ные образцы основ ПС предварительно контролиро-
вали по физико-химическим и биологическим пока-
зателям качества в соответствии с ГОСТ 29311-1992 
«Гидролизаты панкреатические для бактериальных 
питательных сред. Общие технические условия» и 

МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактериологи-
ческих питательных сред». 

Культивирование штамма Y. pestis EV НИИЭГ 
проводили в течение (24±2) ч при температуре 
(28±1) °С. Накопление бактериофагов Покровской и 
Л-413С проводили при температуре (28±1) °С в тече-
ние (18±1) ч. Культивирование гомологичных куль-
тур V. cholerae cholerae O1 145 проводили в течение 
(4±1) ч при температуре (37±1) °С. Накопление бак-
териофага С проводили при температуре (37±1) °С 
в течение (3±1) ч. Культивирование гомологичной 
культуры V. cholerae El Tor O1 75 проводили в тече-
ние (3±1) ч при температуре (37±1) °С. Накопление 
бактериофагов XII и XV проводили при температуре 
(37±1) °С в течение (3±1) ч. Размножение бактерио-
фагов осуществляли до полного просветления куль-
туральной жидкости, которое свидетельствовало об 
окончании процесса лизиса бактериальных клеток. 
Определение концентрации микробных клеток осу-
ществляли по отраслевым стандартам мутности про-
изводства ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России: 
Y. pestis – ФСО 3.1.00085, соответствующего 10 МЕ; 
V. cholerae – ФСО 3.1.00086, соответствующего 
5 МЕ. 

Типичность роста культур на жидких ПС опре-
деляли визуально и в мазках по Граму с использо-
ванием микроскопа Carl Zeiss Primo (Carl Zeiss, 
Германия).

В целях соблюдения требований биологиче-
ской безопасности для гарантированного удаления 
бактериальных клеток, не подвергшихся лизису, 
осуществляли стерилизующую фильтрацию фаголи-
затов через стерилизующие капсулы с мембранным 
элементом на основе двуслойных полимерных мем-
бран с размером пор 0,22 мкм (Sartorius, Германия) и 
постановку контроля специфической стерильности. 
Далее в эксперименте использовали специфически 
стерильные фагофильтраты. 

Количество и активность фаговых частиц 
определяли методом агаровых слоев по Грациа. 
Контроль специфичности действия бактериофагов 
проводили по методу Фишера. Зону лизиса оцени-
вали, в соответствии с инструкциями по примене-
нию бактериофагов, по шкале от 0 до 4 условных 
единиц (4-крестовая шкала), где 4 креста – полный, 
сливной лизис культуры с прозрачным дном лити-
ческого пятна; 3 – прозрачное пятно с колониями 
вторичного роста или много изолированных лити-
ческих пятен; 2 – полупрозрачное пятно или еди-
ничные изолированные пятна лизиса; 1 – слабоза-
метное пятно лизиса культуры; 0 – полное отсут-
ствие зоны лизиса [8]. 

Лиофилизацию бактериофагов проводили на 
сублимационной сушильной установке Epsilon 2-6D 
(Martin Christ, Германия) в соответствии с произ-
водственной документацией на изготовление пре-
паратов.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили путем вычисления средней ариф-
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метической и стандартной ошибки средней арифме-
тической, используя t-критерий Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Технология получения полуфабрикатов-фаго
лизатов состоит из двух этапов. На первом этапе 
происходит культивирование гомологичных куль-
тур бактерий-продуцентов. Следовательно, при 
конструировании ПС необходимо учитывать пита-
тельные потребности Y. pestis и V. cholerae, которым 
необходимо содержание как органических, так и 
неорганических соединений [4]. Второй этап заклю-
чается в накоплении специфичного бактериофага 
в культуральной среде после инфицирования бак-
териальных клеток, полученных на первом этапе. 
На этапе адсорбции бактериофага на поверхности 
клетки-хозяина и последующего его полноценного 
внутриклеточного развития в ПС необходимо на-
личие положительно заряженных ионов различных 
солей или любых поливалентных катионов [9–11]. 
Известно, что цистеин соединяет положительно за-
ряженные ионы, что связано с наличием тиоловой 
группы (-SH) в его составе, которая позволяет цис
теину взаимодействовать с ионами металлов и об-
разовывать ионные связи [12, 13]. Использование 
цистеина в качестве кофактора при культивировании 
микроорганизмов [4] и источника поливалентных 
катионов обусловило его применение как одного из 
компонентов экспериментальных ПС. Для осущест-
вления процедуры накопления бактериофагов упо-
минается и об использовании таких ПС, как мясо-
пептонный бульон [14], который состоит из мясного 
настоя и пептона ферментативного. Использование 
мясопептонного бульона позволило при накоплении 
бактериофага БИМ BV-45 Д, специфичного в отно-
шении Pseudomonas helmanticensi, получить высокий 
титр, не уступающий многокомпонентным ПС [14],  

что вызвало наш интерес к использованию мясного 
настоя как одного из компонентов эксперименталь-
ных ПС. С учетом вышесказанного сконструиро-
ваны 17 экспериментальных составов жидких ПС 
на основе пептона из фибрина (табл. 1, 2), которые 
использовали на этапе получения полуфабрикатов-
фаголизатов в производстве препаратов для фагодиа
гностики чумы и холеры. Результаты культивирова-
ния Y. рestis и V. cholerae cholerae О1 и V. cholerae 
El Tor O1 с последующим накоплением специфич-
ных бактериофагов на экспериментальных ПС пред-
ставлены в табл. 3 и 4.

Полученные данные позволяют констатировать 
следующее. При анализе ростовых свойств экспе-
риментальных и контрольных жидких ПС отмечен 
типичный рост Y. pestis и V. cholerae cholerae О1 и 
V. cholerae El Tor O1 во всех вариантах в течение 
процесса культивирования. Бульонные культуры 

Таблица 1 / Table 1

Состав экспериментальных ПС на основе пептона из фибрина для накопления бактериофагов, специфичных к Y. pestis
Composition of experimental nutrient media based on fibrin peptone for the accumulation of bacteriophages specific to Y. pestis

Показатель / Parameter
Вариант питательной среды / Nutrient medium variant

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

рН 7,35

Аминный азот, %
Amine nitrogen, %

0,05 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,1 0,1 0,1 0,1

NaCl, % 0,3

Na2SO3, % 0,025 –

Na2S2O5, % – 0,005

Мясной настой, %
Meat infusion, %

– – 50 – – – – – 50 – –

(NH4)2HPO4, % – – – 0,05 – – – – – 0,05 –

Цистеин, %
Cysteine, %

– – – – 0,05 – – – – – 0,05

(NH4)2MoO4, % – – – – – – 0,05 – – – –

Таблица 2 / Table 2

Состав экспериментальных ПС на основе пептона из фибрина  
для накопления бактериофагов, специфичных  
к V. cholerae cholerae О1 и V. cholerae El Tor O1

Composition of experimental nutrient media based on fibrin peptone 
for the accumulation of bacteriophages specific  

to V. cholerae cholerae O1 and V. cholerae El Tor O1

Показатель
Parameter

Вариант питательной среды 
Nutrient medium variant

1 2 3 4 5 6

рН 7,6

Аминный азот, %
Amine nitrogen, %

0,05 0,07 0,1 0,1 0,1 0,1

NaCl, % 0,5

Мясной настой, %
Meat infusion, %

– – – 50 – –

(NH4)2HPO4, % – – – – 0,05 –

Цистеин, %
Cysteine, %

– – – – – 0,05
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Таблица 3 / Table 3

Результаты культивирования Y. pestis с последующим накоплением специфичных бактериофагов  
на экспериментальных питательных средах (n=3)

Results of Y. pestis cultivation with subsequent accumulation of specific bacteriophages  
on experimental nutrient media (n=3)

Наименование
Indicator

Вариант питательной среды / Nutrient medium variant Контрольная ПС
Control NM1 2 3 4 5

Накопление бактериофага Л-413С (штамм-продуцент Y. pestis EV НИИЭГ)
Accumulation of bacteriophage L-413C (producer strain Y. pestis EV NIIEG)

Концентрация 
Y. pestis EV, м.к./мл
Concentration  
of Y. pestis EV,  
m.c./ml

(2,0±0,1)·108 (2,2±0,2)·108 (2,20±0,18)·108 (2,50±0,26)·108 (5,00±0,25)·108 (2,50±0,19)·108

Концентрация бак-
териофага, БОЕ/мл
Bacteriophage 
concentration,  
PFU/ml

(1,00±0,17)·106 (2,00±0,15)·106 (8,00±0,12)·106 (1,0±0,1)·107 (1,00±0,13)·106 (5,00±0,15)·107

Концентрация бак-
териофага после  
лиофилизации, 
БОЕ/мл 
Bacteriophage  
concentration after 
lyophilization,  
PFU/ml

(2,00±0,21)·104 (4,0±0,5)·104 (9±0,23)·104 (2,0±0,1)·105 (8,0±0,3)·103 (2,0±0,1)·105

Накопление бактериофага Покровской (штамм-продуцент Y. pestis EV НИИЭГ)
Accumulation of bacteriophage Pokrovskaya (producer strain Y. pestis EV NIIEG)

Концентрация 
Y. pestis EV, м.к./мл
Concentration  
of Y. pestis EV, 
m.c./ml

6 7 8 9 10 11

(2,3±0,1)·108

(2,6±0,2)·108 (3,0±0,1)·108 (2,5±0,17)·108 (2,50±0,22)·108 (2,3±0,1)·108 (1,00±0,05)·109

Концентрация бак-
териофага, БОЕ/мл
Bacteriophage con-
centration, PFU/ml

(4,00±0,13)·109 (2,00±0,12)·109 (1,0±0,2)·109 (1,00±0,19)·109 (5,00±0,15)·109 (4,00±0,18)·109 (2,40±0,15)·109

Концентрация бак-
териофага после  
лиофилизации, 
БОЕ/мл 
Bacteriophage  
concentration after 
lyophilization,  
PFU/ml

(1,0±0,2)·107 (2,00±0,23)·107 (1,00±0,25)·107 (2,00±0,27)·107 (4,00±0,12)·107 (5,±0,14)·107 (3,50±0,17)·107

Y. pestis имели рыхлый осадок с прозрачной надоса-
дочной жидкостью. Бульонные культуры V. cholerae 
cholerae О1 и V. cholerae El Tor O1 имели равномер-
ное помутнение жидкой ПС и нежную пленку на по-
верхности. В мазках, окрашенных по Граму, обнару-
живались грамотрицательные биполярно окрашен-
ные палочки Y. pestis и, соответственно, грамотрица-
тельные изогнутые палочки V. cholerae cholerae О1 и 
V. cholerae El Tor O1. 

Анализ данных табл. 3 дает возможность сде-
лать следующие заключения. Значения показате-
лей концентрации микроорганизмов по окончании 
культивирования штамма Y. pestis EV НИИЭГ были 
соизмеримыми и составляли более 2·108 м.к./мл во 
всех вариантах экспериментальных ПС, включая 

контрольные (от 2·108 до 1·109 м.к./мл). Однако нако-
пление бактериофага Л-413С, сопоставимое с резуль
татом на контрольной ПС, наблюдалось только на 
экспериментальной ПС 4 и составило 1·107 БОЕ/мл.  
При накоплении бактериофага Покровской экспери-
ментальные ПС 6, 10 и 11 показали лучшие результа-
ты в сравнении с контрольной ПС. 

Анализ результатов культивирования V. cholerae 
cholerae О1 и V. cholerae El Tor O1 с последующим 
накоплением специфичных бактериофагов на экс-
периментальных питательных средах (табл. 4) дает 
основание говорить о следующем. Значения показа-
телей концентрации микроорганизмов по окончании 
культивирования штамма V. cholerae cholerae O1 145 
на экспериментальных ПС 1–3 и 5 составляли от 
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Таблица 4 / Table 4

Результаты культивирования V. cholerae cholerae О1 и V. cholerae El Tor O1 с последующим накоплением специфичных бактериофагов  
на экспериментальных питательных средах (n=3)

Results of cultivation of V. cholerae cholerae O1 and V. cholerae El Tor O1 with subsequent accumulation of specific bacteriophages  
on experimental nutrient media (n=3

Наименование 
Indicator

Вариант питательной среды / Nutrient medium variant Контрольная  
ПС

Control NM1 2 3 4 5 6

Накопление бактериофага С (штамм-продуцент V. cholerae cholerae O1 145)
Accumulation of bacteriophage C (producer strain V. cholerae cholerae O1 145)

Концентрация 
V. cholerae O1 145, 
м.к./мл
Concentration  
of V. cholerae O1 145, 
m.c./ml

(4,0±0,2)·107 (6,00±0,15)·107 (7,00±0,12)·107 (2,00±0,14)·108 (3,0±0,2)·107 (2,00±0,14)·108 (2,0±0,1)·108

Концентрация  
бактериофага, БОЕ/мл
Bacteriophage concen-
tration, PFU/ml

(1,0±0,1)·109 (8,00±0,21)·108 (1,0±0,1)·109 (1,5±0,1)·108 (8,00±0,17)·107 (1,0±0,2)·109 (1,50±0,23)·108

Концентрация  
бактериофага после 
лиофилизации, БОЕ/мл 
Bacteriophage  
concentration after  
lyophilization, PFU/ml

(2±0,1)·107 (3,50±0,27)·106 (1,50±0,15)·107 (3,00±0,22)·107 (5,00±0,12)·106 (7,00±0,25)·107 (5,00±0,19)·107

Накопление бактериофага ХII (штамм-продуцент V. cholerae El Tor O1 75М)
Accumulation of bacteriophage XII (producer strain V. cholerae El Tor O1 75M)

Концентрация 
V. cholerae O1 75М, 
м.к./мл
Concentration  
of V. cholerae O1 75M, 
m.c./ml

(4,00±0,15)·107 (6,0±0,1)·107 (4,5±0,2)·107 (2,50±0,15)·108 (2,0±0,2)·108 (1,00±0,11)·108 (2,00±0,22)·108

Концентрация  
бактериофага, БОЕ/мл
Bacteriophage concen-
tration, PFU/ml

(1,5±0,2)·106 (3,50±0,17)·107 (2,00±0,17)·107 (6,2±0,3)·108 (3,0±0,3)·107 (5,0±0,2)·108 (3,00±0,17)·108

Концентрация  
бактериофага после 
лиофилизации, БОЕ/мл
 Bacteriophage  
concentration after  
lyophilization, PFU/ml

(5,0±0,3)·104 (2,0±0,3)·105 (3,5±0,2)·106 (1,0±0,1)·107 (2,00±0,23)·105 (4,0±0,1)·107 (2,0±0,1)·107

Накопление бактериофага ХV (штамм-продуцент V. cholerae El Tor O1 75М)
Accumulation of bacteriophage XV (producer strain V. cholerae El Tor O1 75M)

Концентрация 
V. cholerae O1 75М, 
м.к./мл
Concentration  
of V. cholerae O1 75M, 
m.c./ml

(5,0±0,1)·107 (5,0±0,2)·107 (5,2±0,2)·107 (3,00±0,17)·108 (2,0±0,1)·108 (2,0±0,1)·108 (2,50±0,21)·108

Концентрация  
бактериофага, БОЕ/мл
Bacteriophage concen-
tration, PFU/ml

(1,00±0,19)·106 (4,0±0,1)·107 (1,50±0,15)·107 (7,00±0,15)·108 (4,00±0,25)·107 (3,±0,1)·108 (3,0±0,1)·108

Концентрация  
бактериофага после 
лиофилизации, БОЕ/мл 
Bacteriophage  
concentration after lyo-
philization, PFU/ml

(7,00±0,21)·104 (2,0 ±0,1)·105 (3,0±0,3)·105 (5,0±0,2)·107 (1,0±0,1)·106 (2,00±0,15)·107 (4,0±0,3)·107
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3·107 до 7·107 м.к./мл, результаты культивирования на 
экспериментальных ПС 4, 6 и контрольной ПС были 
идентичными – 2·108 м.к./мл. Стоит отметить, что 
накопление холерного бактериофага С было выше на 
экспериментальных ПС 1–3, 6 и идентичным на экс-
периментальной ПС 4 и контрольной ПС. Значения 
показателей концентрации микроорганизмов по 
окончании культивирования штамма V. cholerae 
El Tor O1 75М на экспериментальной ПС 4 были 
выше других и составляли 2,5·108–3·108 м.к./мл, на 
экспериментальной ПС 5 и контрольной ПС рост хо-
лерного вибриона был равнозначным. Максимальное 
накопление холерных бактериофагов ХII и ХV отме-
чалось на экспериментальных ПС 4, 6, а на экспери-
ментальных ПС 1–3 и 5 результаты были ниже, чем 
на контрольных ПС. 

Технология производства фагодиагностиче-
ских препаратов предполагает получение лиофи-
лизированных стерильных фильтратов фаголиза-
тов бульонных культур, содержащих взвесь частиц 
соответствующих бактериофагов. Поэтому на сле-
дующем этапе исследований экспериментальные се-
рии специфически стерильных фагофильтратов под-
вергали сублимационному высушиванию. Свойства 
экспериментальных серий сухих препаратов оце-
нивали в соответствии с требованиями производ-
ственной документации препаратов. Необходимо 
отметить, что минимальное количество фаговых ча-
стиц (одного из основных показателей качества) со-
ставляет для чумных бактериофагов: Л-413С – 1·105, 
Покровской – 1·107; для холерных бактериофагов:  
С – 1·107, ХII – 1·107, ХV – 1·107.

Внешний вид экспериментальных серий лио-
филизированных препаратов чумных (Л-413С, 
Покровской) и холерных (С, ХII и ХV) бактерио-
фагов существенно не отличался между собой и 
имел вид сухой массы от светло-желтого до светло-
коричневого цвета. Остаточная влажность обезво-
женных препаратов была практически одинаковой и 
составляла 0,5–1,2 %. Полученные эксперименталь-
ные серии лиофилизированных препаратов легко 
растворялись в воде очищенной в среднем в течение 
30–60 с. 

Исследование активности препаратов, полу-
ченных после лиофилизации (табл. 3, 4), показало 
снижение количества фаговых частиц в среднем 
на 1–2 порядка в сравнении с жидкими препарата-
ми – фагофильтратами, при этом уменьшение за-
фиксировано как для бактериофагов, полученных 
на экспериментальных ПС, так и на контрольных. 
Исследование специфичности действия получен-
ных экспериментальных серий диагностических 
препаратов показало, что все экспериментальные 
серии лиофилизированных чумных бактериофагов 
(Л-413С – в цельном виде; Покровской – в диагно-
стическом рабочем титре) вызывали лизис контроль-
ных штаммов Y. pestis и не лизировали штаммы 
Y. pseudotuberculosis. Экспериментальные серии лио
филизированных холерных бактериофагов (С, ХII и 

ХV) в диагностическом рабочем титре лизировали 
контрольные штаммы V. cholerae O1 гомологичного 
биовара и не лизировали штаммы V. cholerae О1 ге-
терологичного биовара. 

Таким образом, на основании результатов про-
веденных исследований оценена возможность при-
менения пептона, изготовленного из отходов произ-
водства гетерологичного антирабического иммуно-
глобулина – фибрина, в качестве белковой основы 
ПС для изготовления препаратов для фагодиагности-
ки чумы и холеры.

Лучшие результаты для реализации задачи на-
копления бактериофагов выявлены для следующих 
вариантов ПС на основе пептона из фибрина: для 
Л-413С и Покровской – ПС с содержанием 0,1 % 
аминного азота, 0,3 % NaCl, 0,025 % Na2SO3 или 
0,005 % Na2SO5 и 0,05 % (NH4)2HPO4; для С, XII и 
XV – ПС с содержанием 0,1 % аминного азота, 0,5 % 
NaCl и 0,05 % цистеина. 

Исследования показали, что препараты для фа-
годиагностики чумы и холеры, полученные на ПС, 
изготовленных на основе пептона из фибрина с со-
ставами, указанными выше, соответствуют требова-
ниям нормативной документации, предъявляемым 
к препаратам для фагодиагностики чумы и холеры 
(ТУ 9386-021-01898109-2008 «Бактериофаг диагно-
стический чумной Покровской (П), лиофилизат для 
диагностических целей», ТУ 9386-020-01898109-
2008 «Бактериофаг диагностический чумной Л-413С, 
лиофилизат для приготовления раствора для диа-
гностических целей» и ТУ 8637-014-01898109-2007 
«Бактериофаги диагностические холерные класси-
ческий и эльтор, лиофилизат для диагностических 
целей»). Полученные данные позволяют сделать вы-
вод о возможности применения пептона из фибрина 
в качестве альтернативной белковой основы ПС для 
серийного производства указанных выше МИ ИВД. 
Это снизит затраты на дорогостоящие белковые 
основы ПС, применяемые на данный момент на эта-
пах изготовления препаратов для фагодиагностики 
чумы и холеры, и будет способствовать снижению 
объема утилизации отходов производства антираби-
ческого иммуноглобулина.

Работа выполнена по теме НИР 89-2-21 
«Научно-прикладные аспекты производства и совер-
шенствования препаратов для иммунопрофилактики 
и диагностики опасных бактериальных и вирусных 
инфекций» (2021–2025 гг.).
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