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В связи с эпидемической ситуацией по холере в России 
и в мире необходима специфическая профилактика 

этого заболевания. Холерная химическая вакцина, разра-
ботанная в РосНИПЧИ «Микроб» и зарегистрированная на 
территории России, состоит из холерогена-анатоксина и 
О-антигенов холерного вибриона сероваров Инаба и Огава. 
Качество компонента вакцины холерогена-анатоксина 
определяется специфической активностью холерного ток-
сина (ХТ), которая тестируется в соответствии с промыш-
ленным регламентом № ПР 01898109–39–17 на производ-
ство [1] методами кожной пробы по Craig [2], РПИГ [3] и 
GM1-ELISA [4]. Количество холерогена-анатоксина в таблет-
ках вакцины определяется по специфической активности 
антигена в реакции связывания анатоксина. В данных реак-
циях, а также для получения антихолерогенной сыворотки 
используется холерный токсин. В связи с этим оптимизация 

условий получения тест-токсина является чрезвычайно 
актуальной [5].

Материалы и методы

Для получения токсина используют производственный 
штамм Vibrio cholerae cholerae 569В серовара Инаба. 
Производный от него штамм V. cholerae cholerae КМ76 серо-
вара Инаба – гиперпродуцент холерного токсина, содержит 
рекомбинантную плазмиду рС0107-2, несущую гены, ответ-
ственные за синтез холерного токсина (ctxAB), а также гены 
резистентности к тетрациклину (Tcr) и канамицину (Kmr). 
Данный штамм был изучен ранее и внедрен в производство. 
Штамм V. choleraе choleraе KM68, производный штамма 
Дакка 35 серовара Огава, также содержит рекомбинантную 
плазмиду рС0107-2 и является гиперпродуцентом холерного 
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токсина. Штамм V. choleraе eltor KM234, производный штамм 
V. choleraе eltor MAK757, продуцирует во внешнюю среду 
повышенное количество ХТ за счет внедрения в хромосому 
транспозона Tn 5-Mob (Kmr). Штаммы получены из Госу-
дарст венной коллекции патогенных бактерий РосНИПЧИ 
«Микроб».

Все изучаемые штаммы являются типичными для S-фор-
мы по морфологическим, культуральным, биохимическим и 
серологическим свойствам и обладают холероген ными, ток-
сигенными и иммуногенными свойствами в опытах на лабо-
раторных животных. 

Для культивирования штаммов использовали несколько 
питательных сред.

1) Бульон казеиновый рН 8,0 следующего состава: амин-
ный азот – 200 мг%; Na2HPO4 – 0,06%; NaCl – 0,5%; пептон – 
1%. Данная среда используется для глубинного культивиро-
вания штаммов V. сholerae 569В Инаба и V. сholerae М41 
Огава при промышленном производстве российской холер-
ной химической вакцины. 

2) Бульон AKI (1,5% бакто-пептона, 0,4% дрожжевого экс-
тракта фирмы «Дифко», 0,5% NaCL, 0,3% NaHCO2). Специ-
ально подобранная среда для получения холерного токсина 
2-го типа, продуцируемого природными штаммами V. сho-
lerae биовара Эль Тор. 

3) Жидкая питательная среда на основе ферментатив-
ного гидролизата фибрина (содержание аминного азота 
100 мг%). Эту среду готовили согласно патенту RU 
№ 2518282 [6, 7]. В качестве питательной основы она содер-
жит ферментативный гидролизат фибрина – из отхода про-
изводства иммуноглобулина антирабического, полученный 
в результате гидролиза препаратом нативной поджелудоч-
ной железы. Содержит следующие компоненты (об.%): фер-
ментативный гидролизат фибрина – 0,2; Na2HPO4 × 12H2O – 
0,05; NaCl – 0,5.

Эффективность жидких питательных сред определяли 
в условиях малообъемного культивирования штаммов в кол-

бах Эрленмейера (250 мл) на термостатируемом шейкер-
инкубаторе Infors Multitron. 

Глубинное культивирование холерных вибрионов осу-
ществляли в лабораторном биореакторе Biostat A (Sartorius, 
Германия) с рабочим объемом 1 л. Технические возможно-
сти биореактора позволяли регистрировать и регулировать 
в режиме реального времени значения температуры, рН, 
растворенного кислорода, скорости вращения мешалки, 
пода чи воздуха в культуральную жидкость и объемов добав-
ляемых корректирующих веществ [8].

Концентрацию биомассы в пробах определяли турбиди-
метрически на спектрофотометре Biowave. Активность 
холер ного токсина определяли иммунохимическими (РДП, 
РПИГ, ИФА) и биологическим (Craig) методами.

Результаты и обсуждение

Первым этапом нашей работы был выбор штаммов-про-
ду центов холерного токсина. Нами было проведено культи-
вирование штаммов Vibrio cholerae cholerae 569В, V. сholerae 
KM76, V. сholerae КМ68, V. сholerae KM234 на различных 
средах для сравнения уровня биосинтеза холерного токсина. 

В качестве питательных сред использовали: AKI (1); буль-
он казеиновый рН 8,0 – среда сравнения (2); жидкую среду 
на основе ферментативного гидролизата фибрина (3).

Эффективность жидких питательных сред определяли 
в условиях малообъемного культивирования в колбах Эрлен-
мейера (250 мл) на термостатируемом шейкер-инкубаторе 
Infors Multitron в течение 18 ч при температуре 37°С для 
штамма V. cholerae KM234 KmR, при температуре 30°С для 
штаммов V. cholerae 569В, KM68, KM76. Объем питательной 
среды при культивировании в колбах составлял 25 мл, ско-
рость вращения платформы – 200 об./мин. Посевной мате-
риал (ночная культура) в объеме 1,0 мл. При выращивании 
штамма V. chоlerae КМ234, содержащего мобильные генети-
ческие элементы (МГЭ), для создания селективных условий 

Таблица 1. Малообъемное культивирование штаммов V. choleraе-продуцентов холерного токсина

Штамм V. сholeraе Среда Концентрация,  
млрд/мл

Содержание холерного токсина
РДП* РПИГ* ИФА* Крейг*

1 15,2 4 32 128 8000
KM76 TcRKmR 2 20,8 4 32 128 16000

3 17,8 8 32 128 16000
1 7,2 4 128 6400 192000

КМ68 TcRKmR 2 18 2 128 6400 256000
3 16,4 4 128 6400 256000
1 16 2 128 800 40000

569 B 2 19,6 2 64 400 32000
3 19,2 4 128 800 160000
1 5,8 – 128 800 24000

KM234 KmR 2 14,4 – 128 1600 160000
3 9 2 128 1600 160000

Примечание: *реципрокный титр.

Таблица 2. Контроль содержания холерного токсина на этапах его выделения

Штамм 
V. cholerae 

Стерильный фильтрат Холерный токсин неочищенный Холерный токсин после хроматографии
ИФА* РПИГ* Крейг* РИД* ИФА* ИФА* Крейг* Выход (из 1л*)

569В 200 80 10000 16 64 64 40000 500 мкг
КМ68 TcRKmR 400 160 80000 16 256 254 120000 950 мкг
KM76 TcRKmR 400 80 100000 16 64 64 40000 600 мкг
KM234 KmR 64 40 10000 8 32 16 0 180 мкг

Примечание: *реципрокный титр.
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в бульон добавляли канамицин в концентрации 25 мкг/мл. 
В присутствии указанного антибиотика в среде происходит 
размножение лишь клеток, содержащих МГЭ, что способ-
ствует повышенной экспрессии антигенов, и подавляется 
рост клеток, спонтанно утративших их. Результаты пред-
ставлены в таблице 1. 

Как видно из таблицы 1, оптимальной по уровню накопле-
ния биомассы и продукции токсина является питательная 
среда на основе панкреатического гидролизата фибрина.

Следующий этап работы состоял в выявлении оптималь-
ных условий для синтеза холерного токсина при культивиро-
вании штаммов-продуцентов на фибриновой среде. Полу-
чение антигенов холерных вибрионов осуществляли в экс-
периментальном биореакторе Biostat A (Sartorius, Германия) 
с рабочим объемом 1 л, методом периодического культи-
вирования с подпиткой источником углеводного питания 
и корректировкой рН при закислении культуральной жид-
кости. В качестве источника углеводного питания использо-
вали глюкозу в виде 40%-ного раствора, а для корректиров-

ки уровня рН при закислении культуральной жидкости – 
раст вор аммиака (10%). 

Подготовку посевной культуры проводили следующим об-
разом. Агаровую культуру пересевали в пробирку с 5 мл бу-
льона Хоттингера (рН 7,6), подращивали в течение 6 ч при 
температуре 37°С в тонком слое, затем вносили в качестве 
инокулята в колбу со 100 мл питательной среды (фибриновый 
бульон, рН 8,0) и инкубировали в условиях шейкер-инкубатора 
в течение (17 ± 1) ч. Для посева в биореактор использовали 
данную бульонную культуру (100 мл). Выра щи вание в инкуба-
торе проводили в течение (8 ± 1) ч. Ско рость подачи стериль-
ного раствора глюкозы в процессе культивирования состав-
ляла: 2–4-й часы роста культуры – 0,1 мл/мин, далее с 5-го по 
6–7-й часы культивирования – 1,0 мл/мин в зависимости от 
рН культуральной жидкости. При значении рН ≤ 7,6 по каплям 
добавляли стерильный вод ный раствор аммиака до восста-
новления значения рН = 8,0. Культивирование холерных ви-
брионов в биореакторе прекращали по достижении стацио-
нарной фазы роста микробной популяции.

Были проведены три цикла культивирования каждого 
из штаммов холерного вибриона и проанализированы дан-
ные по динамике их роста, представленные на рис. 1. 

Оказалось, что при культивировании в биореакторе наи-
большая концентрация биомассы и продукция холерного 
токсина была у штаммов V.cholerae KM76 и KM68. Результаты 
представлены на рис. 2.

Далее мы анализировали выход конечного продукта – 
холер ного токсина у всех используемых штаммов. Для этого 
были получены стерильные фильтраты культуральной жид-
кости. Белковую фракцию, содержащую холерный токсин, 
осаждали в изоточке (рН 4,1). После диализа все осадки 
подвергали хроматографической очистке.

Полученный после осаждения, диализа и хроматографи-
ческой очистки препарат тест-токсина из штамма V. cholerae 
KM68 показал высокую активность в пробе Крейга – 120 000 
и по своим характеристикам соответствовал ОСО тест-
токсина для контроля формалинизированного центрифуга-
та, фракций и таблеток вакцины в производстве. Этапы по-
лучения препарата показаны в таблице 2.

Таким образом, нами проведены работы по испытанию в экс-
периментальных условиях штаммов-продуцентов холер ного 
токсина, а также получению и сравнительному анализу тест-
токсинов из каждого штамма. Показана возможность исполь-
зования штамма V. cholerae КМ68 для получения тест-токси на, 
так как его применение дает максимальный выход антигена.
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