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Цель. Изучить тепловые характеристики чумных (Л-431С и Покровской (П)) и псевдотуберкулезного бактериофагов: 
температуру полного замерзания, нижнюю и верхнюю эвтектические температуры, а также исследовать влияние вре-
мени замораживания на качество лиофилизатов бактериофагов.
Материалы и методы. Использовались стерильные фильтраты фаголизатов бульонных культур чумного и псевдоту-
беркулезного микробов, содержащих взвесь частиц бактериофагов чумных (Л-413С и Покровской (П)) и псевдотубер-
кулезного, а также среда высушивания – пептон 10% и желатин 1,5%. Фильтраты фаголизатов фасовались по 1 мл в 
ампулы вместимостью 5 мл. Исследования проводились на сублимационной сушильной установке Epsilon 2-6D.
Результаты. Выявлены следующие значения температуры полного замерзания, нижней и верхней эвтектической 
температур чумных и псевдотуберкулезного бактериофагов: -40, -35 и -28°С соответственно. Проведение процесса 
замораживания в течение от 2 до 24 ч не оказывает отрицательного воздействия на свойства препаратов.
Заключение. Полученные данные о тепловых свойствах бактериофагов позволяют правильно выбрать температурно-
временные параметры процедур замораживания и сублимации. Результаты исследований дают возможность варьи-
ровать время начала сублимации препаратов.
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Objective. To investigate the thermal characteristics of plague (L-431S and Pokrovskaya (P)) and pseudotuberculosis 
bacteriophages: complete freezing temperatures, lower and upper eutectic temperatures, and also to assess the effect of 
freezing time on the quality of lyophilizates of bacteriophages.
Materials and methods. We used sterile filtrates of phagolysates of broth cultures of plague and pseudotuberculosis microbes, 
containing a suspension of particles of plague (L-413S and Pokrovskaya (P)) and pseudotuberculosis bacteriophages, as well 
as a drying medium – peptone 10% and gelatin 1.5%. The filtrates of phagolysates were packaged 1 ml per ampoule with a 
capacity of 5 ml. Research was carried out on an Epsilon 2-6D freeze-drying unit.
Results. The following temperature values of complete freezing, lower and upper eutectic temperatures of plague and 
pseudotuberculosis bacteriophages have been established: -40, -35 and -28°C, respectively. Carrying out the freezing process 
for 2 to 24 hours does not have a negative effect on the properties of the drugs.
Conclusion. The obtained data on the thermal characteristics of bacteriophages make it possible to adequately select the 
temperature-time parameters of freezing and sublimation procedures. The research results indicate the feasibility of varying the 
onset time of drug sublimation.
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Влияние времени замораживания на качество лиофилизатов диагностических чумных и псевдотуберкулезного бактериофагов

Effect of freezing time on lyophilisate quality of diagnostic plague and pseudotuberculosis bacteriophages

Б актериофаги широко применяются для диагностики, 
профилактики и лечения инфекционных заболеваний. 

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора производит зарегистрированные диагно-
стические препараты бактериофагов: чумные – Л413С, 
Покровской (П) и псевдотуберкулезный. Данные медицин-
ские изделия представляют собой лиофилизированные сте-
рильные фильтраты фаголизатов бульонных культур чумно-
го и псевдотуберкулезного микробов, содержащие взвесь 
частиц соответствующих бактериофагов чумных, а также 
среду высушивания – пептон 10% и желатин 1,5%. Прове- 
денная недавно глубокая реконструкция производственных 
мощностей приготовления диагностических препаратов, в 
том числе приобретенного и введенного в эксплуатацию 
лиофилизационного оборудования, потребовала исследова-
ний по обоснованию параметров сушки препаратов. Следует 
отметить, что подбор параметров лиофилизации в каждом 
конкретном случае является сложной технологической зада-
чей [1].

В технологии сублимационной сушки продуктов первой 
процедурой является замораживание, от правильного про-
ведения которого зависит качество готового продукта. 
Основными свойствами вещества, на знании которых осно-
вывается возможность установить требуемые параметры 
процедур замораживания и дальнейшей сублимации, явля-
ются следующие тепловые характеристики: температура 
полного замерзания, нижняя и верхняя эвтектическая тем-
пературы [2–5]. 

В доступной литературе отсутствуют сведения о значени-
ях вышеназванных характеристик. Также не раскрыто влия-
ние времени замораживания на качество лиофилизатов ди-
агностических чумных и псевдотуберкулезного бактериофа-
гов. Восполнению вышеназванных пробелов и посвящена 
данная статья, что и является целью работы.

Материалы и методы

Все исследования с использованием патогенных биологи-
ческих агентов проводили в соответствии с действующими 
Санитарными правилами и нормами [6]. 

Получение полуфабрикатов бактериофагов. В жидкую 
питательную среду засевали бульонную культуру, соответ-
ствующий штамм-продуцент и маточный бактериофаг из 
расчета оптимальной множественности инфекции. Смеси 
инкубировали при температуре 37 ± 1°С в течение установ-
ленного времени. Полученные фаголизаты представляли 
собой взвесь частиц фага, остатков лизированных фагочув-
ствительных клеток штамма-продуцента, интактных фагоре-
зистентных клеток штамма-продуцента в питательной среде. 
Прозрачные или легко опалесцирующие фагофильтраты 
подвергали стерилизующей фильтрации и осуществляли 
контроль специфической стерильности. В работе использо-
вали специфически стерильные фагофильтраты (полуфа-
брикаты). 

Далее полуфабрикаты препаратов соединяли с защитной 
средой и разливали автоматическим дозатором PF-6 
(Flexicon, Дания) в стерильные ампулы ШП-6, НС-3 (АО 
«Курскмедстекло», Россия) по 1,0 мл. Лиофилизацию пре-
паратов, включая замораживание, проводили в сублимаци-

онной сушильной установке Epsilon 2-6D (Martin Christ, 
Германия). Ампулы герметизировали машинной запайкой с 
применением моноблока запайки ампул «Мастер» МЗ-
400ЕД («Аврора пак инжиниринг», Россия).

Оценку влияния времени замораживания на качество 
лиофилизатов проводили по следующим показателям, из-
ложенным в нормативной документации на бактериофаги: 
внешний вид препарата, остаточная влажность, раствори-
мость, pH, количество фаговых частиц [7–9]. 

Показатель «внешний вид» контролировали визуально. 
Лиофилизированный препарат должен представлять сухую 
пористую массу светло-коричневого цвета в виде хорошо 
сформированной таблетки.

Растворимость (время растворения) устанавливали визу-
ально, для чего добавляли в первичную упаковку 1 мл дис-
тиллированной воды (температура 20 ± 2°С) и встряхивали 
до полного растворения. 

рН определяли потенциометрически с использованием 
рН-метр-милливольтметра рН-410 («Аквилон», Россия). 
Нормируемое значение – от 7,1 до 7,3.

Определение остаточной влажности, которая не должна 
превышать 3,0%, проводили с помощью инфракрасного тер-
могравиметрического анализатора влажности MA 150 
(Sartorius, Германия) весовым методом, описанным в ОФС 
1.2.1.0010 [10]. Для контроля использовали содержимое 
ампул в количестве 0,15–0,20 г. 

Определение количества фаговых частиц проводили ме-
тодом агаровых слоев по Грациа с соответствующими штам-
мами-продуцентами: Yersinia pestis EV – для чумных бакте-
риофагов Покровской (П) и Л-431С, Yersinia pseudotuberculo- 
sis – для псевдотуберкулезного бактериофага. Бактериофаги 
должны содержать не менее 1 × 107 фаговых частиц в 1 мл.

Все данные в работе представлены в виде среднеариф-
метических результатов, в основном 3–5 повторностей. 
Статистическую обработку результатов экспериментов осу-
ществляли по стандартной методике определения грубых 
ошибок [11].

Ряд методических приемов описан в разделе статьи 
«Результаты исследования и их обсуждение».

Результаты исследования и их обсуждение 

 Определение тепловых характеристик 
бактериофагов
Такие свойства материала, как температура полного за-

мерзания, нижняя и верхняя эвтектическая температуры, 
служат основой для установления необходимых темпера-
турно-временных показателей процессов замораживания и 
дальнейшей сублимации. С целью установления названных 
тепловых характеристик бактериофагов использовали ме-
тодику, описанную L.Rey [12]. В ходе замораживания/оттаи-
вания материала осуществляют одновременное определе-
ние температуры и электрического сопротивления изучае-
мого вещества. Температура полного замерзания соответ-
ствует значению, начиная с которого электрическое сопро-
тивление остается постоянным. Нижняя и верхняя эвтекти-
ческие температуры определяются по точкам перегиба 
прямой графика взаимосвязи электрического сопротивле-
ния и температуры. Исследования проводили с применени-
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ем сублимационной сушильной установки Epsilon 2-6D 
(Martin Christ, Германия), на дисплее которой электрическое 
сопротивление отображается в процентах (LyoRх). Этот 
методический подход был успешно использован для опре-
деления вышеназванных показателей у специфических 
иммуногенных компонентов холерной химической вакцины 
[13] и живой туляремийной вакцины с новым составом
среды высушивания [14].

Проведенные исследования, результаты которых пред-
ставлены на рисунке, дали основания констатировать, что 
температура полного замерзания, нижняя и верхняя эвтек-
тические температуры составляют -40, -35 и -28°С соответ-
ственно. Следует сказать о том, что вышеназванные вели-
чины были практически идентичны для всех трех препаратов 
бактериофагов. Это объясняется схожей технологией их по-
лучения, в первую очередь одинаковым качественно-количе-
ственным составом сред высушивания. Пользуясь получен-
ными значениями температур, а также рекомендациями 
ряда исследователей [3–5, 12–17], можно говорить о целесо-
образности замораживания бактериофагов до -40–45°С (на 
5–10°С меньше величины нижней эвтектической температу-
ры) и сублимации препаратов при температуре -28–35°С. 

 Влияние времени замораживания на качество 
лиофилизатов диагностических чумных 
и псевдотуберкулезного бактериофагов
Ампулы с препаратом замораживали до температуры 

материала -40 ± 5°С на полках сублимационной сушильной 
установки Epsilon 2-6D (Martin Christ, Германия). При этой 
температуре материал выдерживали в течение следующих 
промежутков времени: 2–3, 5–6, 10–11, 15–16, 23–24,  
24–48, 48–72, 72–96 ч. Далее конденсатор-выморажива-
тель охлаждали до температуры -65 ± 5°С и создавали 
остаточное давление в сушильной установке 0,1 ± 0,01 мбар. 
Процесс сублимации вели от температуры полок -45 ± 5°С 
до 45 ± 5°С со скоростью повышения температуры полок не 
более 5°С в час. При достижении температуры материала 
25 ± 2°С давление в установке выравнивали с атмосфер-
ным и производили выгрузку ампул с последующей их за-
пайкой.

Результаты исследований представлены в таблице. 
Следует сказать о том, что данные определенных характе-
ристик были практически идентичными для всех трех наи-
менований препаратов, поэтому в таблице отражены полу-
ченные сведения по одному из них – бактериофагу диагно-
стическому чумному Л-413С. По внешнему виду получен-
ные лиофилизаты представляли собой сухую массу светло-
коричневого цвета в виде хорошо сформированной таблет-
ки. Остаточная влажность для препаратов была практиче-
ски одинаковой и составляла от 0,5 до 0,9%. Значение pH 
растворов, полученных после растворения лиофилизатов, 
было от 7,1 до 7,3. Полученные лиофилизаты легко раство-
рялись в 1 мл воды в течение в среднем 35 с. Количество 
фаговых частиц после лиофилизации снижалась в среднем 
в 10 раз в сравнении с жидкими препаратами. Значимое 
уменьшение количества фаговых частиц зафиксировано 
спустя 72 ч при хранении с температурой материа-
ла -40 ± 5°С. Значения всех показателей соответствовали 
нормируемым требованиям. Полученные эксперименталь-
ные данные позволяют сделать вывод об одинаковом влия-
нии времени замораживания на показатели лиофилизатов. 
В практическом плане это дает возможность варьировать 
временем начала сублимации.

Рисунок. Кривая, выражающая взаимосвязь электрического 
сопротивления и температуры бактериофагов.
Figure. The curve reflecting the interdependence between electrical 
resistance and temperature of bacteriophages.
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Таблица. Результаты исследований влияния времени замораживания на качество лиофилизатов бактериофагов
Table. Assessment of the effect of freezing time on the quality of bacteriophage lyophilizates

Время замораживания, ч / 
Freezing time, h

Остаточная влажность, % / 
Residual moisture, %

Растворимость, с / 
Solubility, seconds

рН Количество фаговых частиц / 
Phage particle content

I II I II I II I II

2–3 н/о / n/a 0,5 н/о / n/a 30 7,1 7,1 3 × 109 2 × 108

5–6 0,8 40 7,2 3 × 108

10–11 0,9 35 7,1 1 × 108

15–16 0,5 40 7,3 2 × 108

23–24 0,5 35 7,1 3 × 108

24–48 0,7 40 7,1 3 × 108

48–72 0,4 40 7,2 2 × 108

72–96 0,5 40 7,2 2 × 107

I – значение показателя жидкого препарата, II – значение показателя лиофилизата, н/о – не определяли. /
I – value of the indicator of the liquid preparation, II – value of the indicator of lyophilisate, n/a – not assessed.
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Заключение

В результате проведения экспериментов по определению 
тепловых свойств диагностических чумных и псевдотуберку-
лезного бактериофагов выявлены значения температуры 
полного замерзания, нижней и верхней эвтектической тем-
ператур: -40, -35 и -28°С соответственно, что позволяет гово-
рить о целесообразности замораживания препаратов 
до -40–45°С и их сублимации при температуре -28–35°С.

В ходе исследований влияния времени замораживания на 
качество лиофилизатов бактериофагов установлено, что 
продолжительность данного процесса в течение 2–72 ч не 
оказывает отрицательного воздействия на свойства препа-
ратов, что в практическом плане дает возможность варьиро-
вать временем начала сублимации. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Может ли ИИ предсказать следующую пандемию?

Угрозы инфекционных заболеваний для индивидуального и общественного здоровья 
многочисленны, разнообразны и часто неожиданны. Искусственный интеллект (ИИ) и свя-
занные с ним технологии, которые уже поддерживают принятие решений человеком в эко-
номике, медицине и социальных науках, обладают потенциалом для преобразования 
сферы и мощи эпидемиологии инфекционных заболеваний. Рассмотрено применение си-
стем ИИ, которые объединяют машинное обучение, вычислительную статистику, поиск ин-
формации и науку о данных, к моделированию инфекционных заболеваний. Описано, как 
последние достижения в области ИИ могут ускорить прорывы в ответах на ключевые эпи-
демиологические вопросы, и обсуждены конкретные методы ИИ, которые можно применять 
к регулярно собираемым данным по надзору за инфекционными заболеваниями. Подробно 
обсуждается социальном контексте ИИ для эпидемиологии инфекционных заболеваний, 
включая такие вопросы, как объяснимость, безопасность, подотчетность и этика. 
Суммированы некоторые ограничения приложений ИИ в этой области и даны рекоменда-
ции о том, как эпидемиология инфекционных заболеваний может наиболее эффективно 
использовать текущие и будущие разработки в области ИИ.

Kraemer MUG, Tsui JL, Chang SY, Lytras S, Khurana MP, Vanderslott S, et al.
Artificial intelligence for modelling infectious disease epidemics.
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