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Целью исследования явилась оценка безопасности экспериментального противохолерного препа-
рата на основе бактериофагов, энтеросорбентов и специфических иммуноглобулинов. На модели 
клеточных линий CHO-K1 (овариальные клетки китайского хомячка) и HuTu 80 (клетки адено-
карциномы двенадцатиперстной кишки человека) изучали цитотоксическое действие вариантов 
комбинированного противохолерного лечебно-профилактического препарата и его отдельных ком-
понентов: иммуноглобулинов, хинозола, пектина, полисорба. Установили, что действие иммуногло-
булинов, пектина и консерванта хинозола на перевиваемые клеточные линии CHO-K1 и HuTu 80 со-
провождается вакуолизацией цитоплазмы, округлением и гибелью клеток, тогда как полисорб-МП 
и холерные бактериофаги аналогичных изменений не вызывают. Учитывая полученные результаты 
экспериментальных исследований, определен оптимальный состав нового экспериментального про-
тивохолерного лечебно-профилактического препарата: энтеросорбент полисорб-МП, холерные бак-
териофаги Rostov-13+Rostov-М3 и специфические иммуноглобулины — нетоксичный и безопасный 
для клеток макроорганизма.
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The study aimed to evaluate the safety of an experimental anti-cholera agent based on bacteriophages, en-
terosorbents, and specific immunoglobulins. The cytotoxic effects of various formulations of this therapeu-
tic/prophylactic agent and its individual components (immunoglobulins, chinosol, pectin, and Polysorb) 
was studied using CHO-K1 (Chinese hamster ovary) and HuTu 80 (human duodenal adenocarcinoma) cell 
line models. Immunoglobulins, pectin, and the preservative chinosol were found to induce cytoplasmic 
vacuolization, along with cell rounding and death in both cell lines. Conversely, Polysorb MP and cholera 
bacteriophages did not cause similar changes. Based on the experimental findings, the optimal composition 
for the new experimental therapeutic/prophylactic agent against cholera was determined: Polysorb-MP, 
cholera bacteriophages (Rostov-13+Rostov-M3), and specific immunoglobulins, which is a non-toxic 
and safe formulation.
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Введение
Анализ состояния проблемы увеличения 

числа устойчивых к антибиотикам штаммов 
холерных вибрионов, расширение спектра 
антибиотикорезистентности на современном 
этапе седьмой пандемии холеры обусловили 
необходимость привлечения альтернативных 
средств для профилактики и лечения холеры. 
В числе антимикробных препаратов могут 

быть и бактериофаги, безопасность и эффек-
тивность которых в качестве бактерицидных 
агентов доказана при многих инфекциях [2, 
4, 18, 28], включая и вызванные антибиоти-
коустойчивыми возбудителями [24]. Список 
этих препаратов дополняют специфические 
иммуноглобулины, полученные от гипер-
иммунных животных, обладающие нейтра-
лизующим и антиадгезивным действием. 
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В частности, лечение и профилактика же-
лудочно-кишечных инфекций, вызванных 
энтеральными патогенами вирусной и бакте-
риальной природы, у восприимчивых к ним 
людей, в т.ч. с иммунодефицитными заболе-
ваниями, осуществляется путем перорально-
го применения специфических антител [27].

Зарубежными и отечественными исследо-
вателями проводились работы по изучению 
антибактериальной эффективности совмест-
ного применения бактериофагов и специфи-
ческих иммуноглобулинов (IgG), иммуно-
глобулинов из молозива крупного рогатого 
скота и пробиотических бактерий, курино-
го иммуноглобулина Y (IgY) при лечении 
и профилактике острых кишечных инфек-
ций (ОКИ) бактериальной и вирусной при-
роды [21, 25, 26]. Так, в ФБУН «Ростовский 
НИИ микробиологии и паразитологии» 
Роспотребнадзора получен лактоглобу-
лин против условно-патогенных бактерий 
и сальмонелл, который представляет собой 
фракцию иммуноглобулинов молозивной 
сыворотки коров (IgG, IgA, IgM), предвари-
тельно вакцинированных против комплекса 
возбудителей (сальмонеллы, клебсиеллы, 
протея, псевдомонады). Препарат обладает 
антибактериальным, антитоксическим, им-
муномодулирующим действием, совместим 
с антибиотиками и бактериофагами, препа-
ратами нормофлоры. При изучении совмест-
ного лечебного действия лактоглобулина 
и сальмонеллезного бактериофага особое 
значение придавали срокам элиминации 
возбудителя из органов животных. В опытах 
с экспериментальной сальмонеллезной ин-
фекцией у мышей отмечена положительная 
динамика выведения из организма возбуди-
теля, уменьшение тяжести и длительности 
течения заболевания. В группах мышей, ле-
ченных лактоглобулином совместно с бак-
териофагом, элиминация возбудителя из ор-
ганов происходила в 1,5 раза быстрее, чем 
в группах животных, получавших монопре-
параты [1].

Как правило, действие иммуноглобулинов, 
вводимых перорально, направлено на дости-
жение эффекта в определённом отделе пи- 
щеварительного тракта и основано на спе-
цифическом взаимодействии «антиген —  
антитело». В защите организма хозяина 
предполагается несколько механизмов дей-
ствия: блокирование адгезии микроорганиз-
мов к поверхности клеток, подавление ви-
русной колонизации путём предотвращения 
распространения вируса от клетки к клетке, 
бактериальная агглютинация, приводящая 
к иммобилизации и гибели микроорганизмов, 
снижение активности ферментов и нейтра-
лизация продуцируемых токсинов. Как из-
вестно, протективный иммунитет при холере 
обусловлен главным образом наличием анти-
тел, которые продуцируются местно (на сли-
зистой оболочке) и выделяются в просвет 
кишечника. Эти антитела блокируют коло-
низацию кишечника холерными вибриона-
ми, последующее размножение бактерий 
и инактивируют действие холерного токси-
на [5]. В качестве иммобилизованного аген-
та иммуноглобулины также используются 
при конструировании иммуноэнтеросорбен-
тов в целях извлечения антигенов из слож-
ных смесей. Иммуноэнтеросорбенты удоб-
ны как в качестве лечебного, так и в качестве 
профилактического средства для создания 
местного пассивного иммунитета при угрозе 
заболевания в неблагоприятной эпидемио-
логической обстановке. В связи с этим по-
лучение специфических иммуноглобулинов, 
активных в отношении возбудителя холеры, 
является оправданным для разработки про-
филактических средств.

Хотя иммуноглобулины, вводимые перо-
рально, подвержены деградации под действи-
ем протеолитических ферментов в желудоч-
но-кишечном тракте, исследования показали, 
что часть введенной дозы сохраняет иммуно-
логическую активность [27]. Стабильность 
IgG обусловлена структурными свойствами 
молекул, в т.ч. внутри- и межцепочечными 
дисульфидными связями, сахарами, добавля-
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емыми после транскрипции, и трёхмерными 
свёрнутыми доменами. Даже при частичном 
расщеплении протеолитическими фермен-
тами фрагменты Fab сохраняют не только 
связывающую, но и нейтрализующую актив-
ность в пищеварительном тракте, что делает 
их привлекательными натуральными тера-
певтическими средствами для лечения за-
болеваний желудочно-кишечного тракта 
и уменьшения вреда, наносимого бактери-
альными энтеротоксинами, эндотоксинами 
и секретируемыми экзотоксинами [20].

При разработке новых средств лече-
ния больных ОКИ в их состав вводят 
и вещества, обладающие энтеросорбци-
онными свойствами [12]. Энтеросорбция 
при инфекционных заболеваниях является 
не только патогенетическим способом тера-
пии, но и этиотропным, поскольку сорбен-
ты способны поглощать как эндо- и экзо-
токсины возбудителей, так и фиксировать 
на своей поверхности бактериальные клет-
ки и вирусы, исключая их таким образом 
из патологического процесса [6]. Кроме того, 
активно развивается направление, когда пу-
тем иммобилизации на энтеросорбентах 
специфических лигандов и рецепторов им 
придают избирательность, т.е. получаются 
энтеросорбенты с прогнозируемыми свойст-
вами, в т.ч. с определенной антитоксической 
направленностью [10]. Очевидно, что вклю-
чение различных энтеросорбентов в состав 
профилактических препаратов может оказы-
вать быстрый дезинтоксикационный, гипо-
термический и антидиарейный клинические 
эффекты [8, 9, 11].

Известными преимуществами фагопро-
филактики являются отсутствие побочных 
эффектов, совместимость с любыми фарма-
кологическими препаратами, безопасность 
для клеток высших организмов, высокая 
специфичность в отношении бактериально-
го патогена. Для использования в лечебных 
и профилактических целях необходимо под-
бирать исключительно вирулентные фаги, 
изучать их биологические и генетические 

свойства, а также проверять безопасность 
для макроорганизма [15].

Специалистами ФКУН «Российский на-
учно-исследовательский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора» 
сконструированы 4 комплексных противо-
холерных лечебно-профилактических пре- 
парата на основе специфических иммуно-
глобулинов, холерных бактериофагов и эн-
теросорбентов. При разработке новых пре-
паратов, предназначенных для применения 
у людей, необходимо тщательно исследо-
вать их биологическое действие и безопас-
ность для макроорганизма.

Цель работы — оценить биологическую 
активность и безопасность эксперименталь-
ного комплексного лечебно-профилактиче-
ского противохолерного препарата на моде-
ли культуры клеток.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы. Для размно-

жения холерных фагов использовали инди-
каторные культуры V. cholerae El Tor КМ 
199 (Р-13169, ctx-tcp+), КМ 2157 (20554, 
ctx–tcp–). Для постановки реакции агглюти-
нации в микрообъеме и анализа ингибиро-
вания подвижности использовали токсиген-
ные штаммы: V. cholerae О1 El Tor Ogawa 
№ 6878 (№ 19242, ctx+tcp+), V. cholerae О1 El 
Tor Inaba № 5879 (ctx+tcp+). Штаммы микро-
организмов были получены из лаборатории 
«Коллекция патогенных микроорганизмов» 
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочум-
ный институт Роспотребнадзора».

Препарат иммуноглобулина. Лошади-
ный противохолерный иммуноглобулин 
(5 мг/мл белка) был получен на базе ла-
боратории диагностических препаратов 
ФКУН «Российский научно-исследователь-
ский противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора» путем иммунизации 
лабораторных животных цельноклеточным 
антигеном, состоящим из убитых нагре-
ванием штаммов V. choleraе О1 сlassical 
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Ogawa М-41 и V. choleraе О1 сlassical 
Inaba 25. Осаждение иммуноглобулинов 
класса G из гипериммунной сыворотки про-
водили насыщенным р-ром сульфата аммо-
ния с последующей очисткой на хромато-
графической колонке. Для предотвращения 
микробной контаминации иммуноглобули-
ны консервировали хинозолом (8-оксихино-
лон) в конечной концентрации в белковом 
препарате 0,05%.

Бактериофаги. В работе использова-
ли полученные из коллекции-депозита-
рия лаборатории бактериофагов ФКУЗ 
«Ростовский-на-дону противочумный инс- 
титут Роспотребнадзора» вирулентные хо-
лерные бактериофаги: Rostov-М3, Rostov-13, 
активные в отношении холерных вибрионов 
О1-серогруппы.

Энтеросорбенты. Использовали поли-
сорб-МП (кремния диоксид коллоидный) 
(ЗАО «Полисорб», Россия) и пектин (яблоч-
ный пищевой Val´de, являющийся пищевой 
добавкой Е440 (ООО «ОК-Групп», Россия)) 
в различных концентрациях.

Экспериментальные лечебно-профилак- 
тические препараты. После этапа пред-
варительных исследований на базе ФКУН 
«Российский научно-исследовательский 
противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора» были созданы четыре 
варианта комплексного перорального про-

тивохолерного лечебно-профилактического 
препарата на основе холерных бактериофа-
гов Rostov-М3 и Rostov-13, энтеросорбен-
тов полисорба и пектина в концентрациях 
2,5% и 5%, а также специфических иммуно-
глобулинов (5 мг/мл) (табл. 1).

Постановка реакции агглютинации ми-
крометодом. Постановку реакции агглюти-
нации в микрообъеме проводили в соответ-
ствии с МУК 4.2.3745-22 [7].

Анализ ингибирования подвижности. 
Изучение влияния комплексного препарата, 
содержащего специфические противохо-
лерные иммуноглобулины, на подвижность 
холерных вибрионов проводили с помощью 
методики [23] с нашими модификациями. 
Из суточных агаровых культур готовили 
бактериальные взвеси 3×106 м.к./мл, алик-
воту 10 мкл смешивали 1:1 с ФСБ и в объё-
ме 5 мкл наносили уколом в чашку с 0,3% 
агаром Мартена pH=7,8±0,2. Инкубировали 
лицевой стороной вверх при 37°С в тече-
ние 24 ч. Для ингибирования подвижности 
использовали иммуноглобулин и варианты 
комплексного противохолерного препарата 
в таком же объёме. Подвижность определя-
ли путём измерения диаметра ореола на ага-
ре. В случае ингибирования подвижности 
холерные вибрионы прорастали в точке 
инокуляции, тогда как подвижные разраста-
лись по агару.

Таблица 1. Варианты состава экспериментального комплексного противохолерного 
лечебно-профилактического препарата
Table 1. Formulations of the experimental therapeutic/prophylactic anti-cholera agent

Препарат Состав

I Смесь холерных бактериофагов Rostov-М3 и Rostov-13 (n×108–n×109 БОЕ/мл)
Раствор Полисорба 2,5%
Иммуноглобулин холерный О1 лошадиный (содержание белка 5 мг/мл) 

II Смесь холерных бактериофагов Rostov-М3 и Rostov-13 (n×108–n×109 БОЕ/мл)
Раствор Полисорба 5%
Иммуноглобулин холерный О1 лошадиный (содержание белка 5 мг/мл) 

III Смесь холерных бактериофагов Rostov-М3 и Rostov-13 (n×108–n×109 БОЕ/мл)
Раствор Пектина 2,5%
Иммуноглобулин холерный О1 лошадиный (содержание белка 5 мг/мл) 

IV Смесь холерных бактериофагов Rostov-М3 и Rostov-13 (n×108–n×109 БОЕ/мл)
Раствор Пектина 5%
Иммуноглобулин холерный О1 лошадиный (содержание белка 5 мг/мл) 
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Подготовка клеточных линий к те-
стированию. Клеточные линии CHO-K1 
(овариальные клетки китайского хомячка) 
и HuTu 80 (клетки аденокарциномы две-
надцатиперстной кишки человека) (Центр 
коллективного пользования «Коллекция 
культур клеток позвоночных», Институт 
цитологии РАН, Санкт-Петербург) куль-
тивировали согласно паспортным дан-
ным во флаконах Т-25 в СО2-инкубаторе 
(“Sanyo”, Япония) при 37°С, концентрации 
СО2 5%, влажности не менее 70%. Клетки 
для тестирования экспериментальных пре-
паратов высевали в лунки 96-луночного 
планшета в дозе 5000 шт./лунку. Через сут-
ки после распластывания клеток их три-
жды промывали р-ром Хенкса (pH=7,0–7,4) 
и в лунки вносили экспериментальные 
образцы, после чего инкубировали в тече-
ние ночи при 37°С в 5% СО2. Учёт проводи-
ли с помощью инвертированного микроско-
па при различном увеличении объекта (20х4, 
40x4, 100x4), изучали морфологию клеток, 
сравнивая с контрольными (интактными). 
Все этапы работы с перевиваемыми линия-
ми клеток выполняли в соответствии с реко-
мендациями [16].

Подготовка экспериментальных пре-
паратов для тестирования на клеточ-
ных линиях. Исследуемые комплексные 
препараты № I, II, III, IV, а также исходный 
препарат лошадиного противохолерного 
иммуноглобулина (5 мг/мл), бактериофаги 
Rostov-M3 и Rostov-13, полисорб-МП, пек-
тин, консервант хинозол титровали в бессы-
вороточной среде Игла МЕМ и DMEM рН 
7,0–7,4 с добавлением 50 мкг/мл гентами-
цина и вносили в лунки планшета в объеме 
100 мкл. Результаты учитывали на следу-
ющий день, спустя 18 ч. Цитотоксическое 
действие исследуемых препаратов опреде-
ляли по четырехбалльной системе путем 
подсчета процента (%) измененных кле-
ток в лунках планшета. Отрицательным 
контролем служила бессывороточная среда, 
добавленная к клеткам CHO-К1 и HuTu 80. 

Для каждого компонента тестирование про-
водили в трёх повторностях.

Статистическая обработка результа-
тов. Статистическую обработку получен-
ных результатов осуществляли с исполь-
зованием пакета прикладных программ 
Microsoft Excel 2010 и StatSoftStatistica 
Windows 10.01. Определяли значения дове-
рительных интервалов (L) среднеарифмети-
ческого (M) для уровня достоверности (P) 
95%. Достоверности различий определяли 
по t-критерию Стьюдента. Уровень p<0,05 
оценивался как значимый.

Результаты и их обсуждение
Широкое распространение лекарствен-

ноустойчивых форм возбудителей, затруд-
няющее профилактику и лечение острых 
кишечных инфекций, обусловило целесо-
образность использования альтернативных 
средств, таких как бактериофаги и специфи-
ческие иммуноглобулины. Ранее во ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный ин-
ститут Роспотребнадзора» в рамках НИР 
были проведены эксперименты с целью 
создания лечебно-профилактического пре-
парата на основе холерных бактериофагов 
[14]. Установлено, что наиболее эффектив-
ными в профилактическом плане оказались 
бактериофаги Rostov-М3 и Rostov-13, кото-
рые предотвращают развитие эксперимен-
тальной холеры, вызванной вибрионами 
О1 серогруппы. Данные фаги являются 
вирулентными, их биологические и гене-
тические свойства полностью отвечают 
требованиям, предъявляемым к лечебно-
профилактическим биопрепаратам. У фага 
Rostov-13 отмечена высокая литическая 
активность в отношении холерных вибрио-
нов биовара El Tor, составившая 97%, тогда 
как Rostov-М3 лизировал 83,3% вибрионов 
биовара classical [13]. Именно эти фаги 
были включены в новые препараты, раз-
работка которых осуществляется на базе 
ФКУН «Российский противочумный ин-
ститут «Микроб» Роспотребнадзора». 
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В качестве специфического противохолер-
ного компонента в состав новых препаратов  
также включены лошадиные иммуногло-
булины, полученные путем иммунизации 
лабораторных животных цельноклеточным 
антигеном холерных вибрионов О1 серог-
руппы сероваров Огава и Инаба. Помимо 
этого, в состав препаратов были введены 
два разных по происхождению и свойствам 
энтеросорбента: полисорб-МП (кремния 
диоксид коллоидный), проявляющий сорб-
ционную и детоксикационную активность, 
инактивируя и выводя различные соедине-
ния и, что особенно важно, патогенные бак-
терии и бактериальные токсины, и пектин 
(структурный углевод), широко используе-
мый в пищевой промышленности и облада-
ющий сорбционными, комплексообразую-
щими и антимикробными свойствами.

Поскольку одним из возможных механиз-
мов защиты от холеры, которую обеспечи-
вают О-специфические антитела в просвете 
кишечника, является их агглютинирующая 
активность [19], первоначально была оце-
нена агглютинирующая способность спе-
цифических иммуноглобулинов, входящих 
в состав 4-х вариантов комплексного пре-
парата, в отношении холерных вибрионов 
О1 серогруппы разных сероваров, а также 
влияние на этот процесс сопутствующих 
компонентов. Установлено, что в препара-
тах, содержащих полисорб, агглютинирую-
щая активность иммуноглобулинов снижа-
ется на несколько порядков по сравнению 
с контролем, причём значения показателей 
напрямую зависят от концентрации энтеро-
сорбента (табл. 2). Как видно из таблицы, 
чем выше концентрация полисорба, тем 
ниже показатели агглютинации. В то же 
время у препаратов, в составе которых есть 
пектин, агглютинация холерных вибрионов 
специфическими иммуноглобулинами от-
сутствует независимо от его концентрации. 
Такой эффект, вероятно, обусловлен специ-
фикой действия пектина, который относит-
ся к водорастворимым пищевым волокнам 

и способен образовывать гель на поверхно-
сти слизистой желудка и кишечника и бла-
годаря этому оказывать обволакивающее 
действие [3].

Как известно, V. cholerae — это подвиж-
ная бактерия, имеющая один полярный 
жгутик, покрытый липополисахаридом 
(ЛПС). За счет подвижности обеспечи-
вается колонизация эпителия кишечника 
и инфицирование человека-хозяина хо-
лерными вибрионами [17, 22]. В литера-
туре отмечается, что у людей, переболев-
ших холерой, вырабатываются антитела 
O-специфического типа к полисахариду 
V. cholerae, которые подавляют подвиж-
ность патогена [19]. Мы предположили, 
что ингибирование подвижности с помо-
щью противохолерных иммуноглобулинов, 
входящих в состав вариантов комплексного 
профилактического препарата, может быть 
потенциальным механизмом защиты от хо-
леры. Результаты данных экспериментов 
представлены в табл. 2.

Исходная зона подвижности холерных ви-
брионов О1 серогруппы разных сероваров 
составляла 12–15 мм в диаметре, а при вза-
имодействии с иммуноглобулинами она 
уменьшалась до 2–3 мм. Совместное куль-
тивирование холерных вибрионов с пре-
паратами, содержащими энтеросорбент + 
иммуноглобулин + бактериофаги, также 
приводило к ингибированию подвижности, 
и как следствие — уменьшению зоны роста 
вокруг места укола: при включении поли-
сорба — до 5 мм, а в комплексе с пектином 
— до 8 мм. Наглядно видно, что включение 
специфических иммуноглобулинов в состав 
препаратов, содержащих энтеросорбенты 
и бактериофаги, приводит к снижению ти-
тра агглютинации или её отсутствию (при 
использовании пектина), при этом сохра-
няется способность ингибировать подвиж-
ность холерных вибрионов.

На следующем этапе работы проводи-
ли оценку in vitro безопасности комплекс-
ного препарата и входящих в его состав 
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Таблица 2. Агглютинирующая способность комплексных препаратов в отношении холерных вибрионов  
О1 серогруппы
Table 2. Agglutinating ability of combined agents against V. cholerae О1

Препараты

Разведение препарата,  
при котором регистрировалась 

положительная (полная  
и неполная) агглютинация

Зона подвижности  
в мм

V. cholerae О1
El Tor Ogawa

№ 6878 
(№ 19242)

V. cholerae О1
El Tor Inaba

№ 5879

V. cholerae 
О1 El Tor 

Ogawa № 6878 
(№ 19242)

V. cholerae О1 
El Tor Inaba

№ 5879

Иммуноглобулины противохолерные 
лошадиные О1 1/64 1/64 3±0,001 2±0,001

I (Бактериофаги, полисорб 2,5%, 
иммуноглобулины) 1/8 1/8 6±0,001 5±0,001

II (Бактериофаги, полисорб 5%, 
иммуноглобулины) 1/2 1/2 7±0,002 7±0,001

III (Бактериофаги, пектин 2,5%, 
иммуноглобулины)

агглютинация 
отсутствует

агглютинация 
отсутствует 8±0,001 10±0,002

IV (Бактериофаги, пектин 5%, 
иммуноглобулины)

агглютинация 
отсутствует

агглютинация 
отсутствует 10±0,002 10±0,001

Нормальная лошадиная сыворотка агглютинация 
отсутствует

агглютинация 
отсутствует 15±0,001 12±0,001

Исходная подвижность штаммов 15±0,001 12±0,001

компонентов на модели культуры кле-
ток. Использовали две клеточные линии: 
CHO-K1, которая является индикаторной 
линией для изучения цитотоксичности би-
ологически активных веществ, в т.ч. холер-
ного токсина, а также линию человеческого 
происхождения HuTu 80, поскольку пред-
полагается использование эксперимен-

тального препарата в лечебно-профилак-
тических целях у людей (табл. 3). Оценка 
морфологии культуры клеток после контак-
та со специфическими иммуноглобулинами 
в разведении от 1/2 (2,5 мг/мл Ig) до 1/64  
(0,08 мг/мл Ig) показала наличие цитоток-
сического действия с нарушением целост-
ности мембраны, вакуолизацией цитоплаз-

Рис. Действие специфического противохолерного иммуноглобулина и комплексного профилактического препа-
рата на клетки HuTu-80: А — отрицательный контроль — типичная морфология клеток в ростовой среде; 
В — действие иммуноглобулина в разведении 1/16 (0,312 мг/мл Ig) — гибель клеток; С — комплексный пре-
парат I (Бактериофаги, полисорб 2,5%, иммуноглобулины) в разведении 1/16 — клетки сохранили типичную 
морфологию, присутствуют темноокрашенные хлопья полисорба на дне лунки.
Fig. Effects of specific anti-cholera immunoglobulin and the combined prophylactic agent on HuTu-80 cells:  
A — negative control showing typical cell morphology in growth medium; B — effect of immunoglobulin at a 1/16 
dilution (0.312 mg/mL Ig) resulting in cell death; C — combined agent I (mixture of cholera bacteriophages, 2.5% 
Polysorb, and immunoglobulins) at a 1/16 dilution: cells retained typical morphology, with dark-colored Polysorb 
flakes present at the bottom of the well.

А B C
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мы, округлением и набуханием, лизисом 
и гибелью клеток (рис.).

Как отмечалось выше, технология полу-
чения противохолерных иммуноглобулинов 
предполагает использование консерванта, 
в частности хинозола, в конечной концент-
рации 0,05% в белковом препарате, поэтому 
его также тестировали на клеточных лини-
ях. Результаты свидетельствуют о сохране-
нии типичной морфологии клеток CHO-K1 
при концентрации препарата от 5 до 0,02 мг, 
но при этом регистрировалось образование 
множества мелких вакуолей в цитоплазме. 
Клетки HuTu 80 также имели типичную 
морфологию и вакуолизацию цитоплазмы 
при добавлении 5–0,156 мг хинозола, а сни-
жение его количества в опыте до 0,08–0,02 мг 
приводило к округлению клеток. Возможно, 
этот факт обусловлен химической природой 
вещества и его способностью лучше прони-
кать в клетку при уменьшении концентра-
ции. В результате тестирования хинозола 
на клеточных линиях удалось установить 
концентрацию, не вызывающую изменения 
морфологии клеток, равную 10 мг на 100 мл 
жидкой формы препарата, которая является 
безопасной для эукариот в составе лечебно-
профилактического препарата.

Оценка цитотоксичности холерных бак-
териофагов Rostov-М3 и Rostov-13 показа-
ла отсутствие морфологических изменений 
клеток, что свидетельствует об их безопас-
ности для эукариотических клеток CHO-K1 
и HuTu 80.

Проверка энтеросорбентов на клеточных 
линиях позволяет констатировать, что пек-
тин в количестве от 5 до 0,02 мг вызывал 
округление клеток CHO-K1, аналогичный 
эффект на клетках HuTu 80 регистриро-
вали при концентрации от 5 до 0,0025 мг 
(табл. 3). Полисорб-МП не вызывал изме-
нения морфологии клеток CHO-K1 и HuTu 
80 в концентрации от 5 до 0,02 мг.

На следующем этапе работы проводили 
тестирование готовых комплексных препа-
ратов (жидкая форма) на культуре клеток. 

Установлено, что воздействие на клетки 
эукариот препаратов, включающих бакте-
риофаги, полисорб (2,5 и 5%) и иммуно-
глобулины, в разведениях от 1/2 до 1/256 
не сопровождалось изменением морфоло-
гии клеток и свидетельствовало об отсутст-
вии их токсичности (наблюдали типичную 
морфологию клеток CHO-K1 и HuTu 80). 
В то же время препарат, содержащий 2,5% 
пектина, бактериофаги и иммуноглобули-
ны, оказывал токсическое действие на обе 
клеточные линии в разведениях 1/2–1/8 
и 1/2–1/64 соответственно, т.е. клетки ки-
шечного эпителия более чувствительны 
к пектину (табл. 4). При повышении коли-
чества пектина до 5% токсичность препара-
та проявилась в большей степени, особенно 
на клетках HuTu 80.

Заключение
Актуальность разработки эксперимен-

тального комплексного препарата, вклю-
чающего одновременно холерные фаги, 
иммуноглобулины и энтеросорбенты, об-
условлена существующей потребностью 
внедрения в практику новых высокоэффек-
тивных лекарственных и профилактиче-
ских средств детоксикационного и антими-
кробного действия, в т.ч. и для перорального 
применения. Анализ результатов экспери-
ментальной работы показал, что действие 
иммуноглобулинов, хинозола, пектина 
на перевиваемые клеточные линии CHO-K1 
и HuTu 80 сопровождается их округле-
нием и гибелью, тогда как полисорб-МП 
и холерные бактериофаги сами по себе 
аналогичных изменений не вызывают. 
Объединение перечисленных компонентов 
в комплексный противохолерный лечебно-
профилактический препарат и оценка его 
безопасности на клетках эукариот позволя-
ют констатировать, что предпочтительнее 
включение в его состав полисорба.

На основании результатов эксперимен-
тальных исследований на модели куль-
туры клеток определен оптимальный 
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«Оценка безопасности экспериментального лечебно-профилактического  
препарата против холеры на модели культуры клеток»

состав нового экспериментального проти-
вохолерного лечебно-профилактического 
препарата: энтеросорбент полисорб-МП, 
холерные бактериофаги (М3+R13) и спе-
цифические иммуноглобулины — неток-
сичный и безопасный для клеток макро-
организма. Дальнейшие исследования 

предполагают проведение экспериментов 
по изучению антиадгезивных свойств лио-
фильно высушенного комплексного препа-
рата в опытах in vitro на клеточных линиях 
кишечного эпителия, а также оценке его 
безопасности и противохолерной эффек-
тивности в опытах in vitro и in vivo.
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