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Біопрепарати: сучасні перспективи застосування
Актуальність. Враховуючи сучасний стан інфекційної патології, появу нових захворювань, зміну біологічних 

властивостей уже вивчених збудників, обтяжений перебіг інфекційних хвороб, а також поширеність та швид-
кість формування антибіотикорезистентності, особливу увагу вчені звертають на бактеріофаги. Контроль по-
ширеності збудників інфекції відбувається за рахунок застосування як ефективних препаратів антимікробного 
призначення, так і профілактичних імунобіологічних препаратів. 

Мета. Обґрунтування перспективності використання бактеріофагів для створення імунопрофілактичних 
засобів. 

Матеріали та методи. Під час проведення досліджень використовували методику Аппельмана й метод двора-
зових серійних розведень. Як мікробіологічну модель використовували референс-штами: S. aureus АТСС 25923, 
Е. соlі АТСС 25922, В. subtilis АТСС 6633, Р. аеrugenosa 126/18, Pr. mirabilis 128/34, S. abony Dick 1,4,5,12, Str. pyogenes Dick-1.

Результати та їх обговорення. Проведені дослідження щодо вивчення вірулентності бактеріофагів шля-
хом визначення літичної активності за методом титрування бактеріофага в рідкому поживному середовищі 
(метод Аппельмана) засвідчили, що вірулентність фагів характеризується здатністю до спрямованого лізису 
морфо-анатомічної структури бактерій-мішеней. Крім того, виявлено залежність рівня літичних титрів фагів 
від тинкторіальних характеристик бактерій-мішеней: грамнегативні бактерії в 2 рази менш чутливі до дії фагів.

Висновки. Отримані результати досліджень довели доцільність застосування бактеріофагів за імунопро-
філактичним призначенням за рахунок відсутності побічних імунохімічних ефектів.
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Topicality. Taking into account the current state of infectious pathology, the emergence of new diseases, changes in bio-
logical properties in the already studied pathogens and the burdened course of infectious diseases, as well as taking into 
account the prevalence and rate of formation of antibiotic resistance, special attention is drawn to the bacteriophages. 
Control of the prevalence of infectious agents is achieved both through the use of effective antimicrobial agents and im-
munobiological drugs for prevention purposes.

Aim. To substantiate the perspective use of bacteriophages in creating immunoprophylactic agents.
Materials and methods. Appelman’s method and the method of double series dilutions were used in the research. 

Reference strains were used as a microbiological model: S. aureus АТСС 25923, Е. соlі АТСС 25922, В. subtilis АТСС 6633, 
Р. аеrugenosa 126/18, Pr. mirabilis 128/34, S. abony Dick 1,4,5,12, Str. pyogenes Dick-1.

Results and discussion. The conducted researches on studying the virulence of bacteriophages by means of de-
termination of the lytical activity by the method of titration of a bacteriophage in a liquid nutrient medium (Appelman’s 
method) have established that the virulence of phages is characterized by the ability of directed lysis of morpho-anatomic 
structure of target bacteria. In addition, the dependence of the level of lithium titers of phages on the tinctorial charac-
teristics of target bacteria was established: Gram-negative bacteria were 2 times less sensitive to the action of phages.

Conclusions. Obtained results of researches proved expediency of application of bacteriophages for immunopro-
phylactic purposes due to absence of side immunochemical effects.
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Биопрепараты: современные перспективы применения

Актуальность. Учитывая современное состояние инфекционной патологии, появление новых заболеваний, 
изменение биологических свойств уже изученных возбудителей, отягощенное течение инфекционных заболе-
ваний, а также распространенность и скорость формирования антибиотикорезистентности, особое внимание 
ученые уделяют бактериофагам. Контроль распространенности возбудителей инфекции происходит за счет 
применения как эффективных препаратов антимикробного назначения, так и профилактических иммунобио-
логических препаратов.

Цель. Обоснование перспективности использования бактериофагов для создания иммунопрофилактических 
средств.
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Материалы и методы. При проведении исследований использованы методика Аппельмана и метод дву-
кратных серийных разведений. В качестве микробиологической модели были задействованы референс-штаммы: 
S. aureus АТСС 25923, Е. соlі АТСС 25922, В. subtilis АТСС 6633, Р. аеrugenosa 126/18, Pr. mirabilis 128/34, S. abony Dick 
1,4,5,12, Str. pyogenes Dick-1.

Результаты и их обсуждение. Проведенные исследования по изучению вирулентности бактериофагов 
путем определения литической активности по методу титрования бактериофага в жидкой питательной среде 
(метод Аппельмана) показали, что вирулентность фагов характеризуется способностью к направленному лизи-
су морфо-анатомической структуры бактерий-мишеней. Установлена зависимость уровня литических титров 
фагов от тинкториальных характеристик бактерий-мишеней: грамотрицательные бактерии в 2 раза менее чувстви-
тельны к действию фагов.

Выводы. Полученные результаты исследований доказали целесообразность применения бактериофагов 
по иммунопрофилактическому назначению за счет отсутствия побочных иммунохимических эффектов.

Ключевые слова: бактериофаги; литическая активность; вирулентность

ВСТУП
Нинішній стан інфекційної патології характери-

зується появою нових захворювань, зміною біологіч-
них властивостей уже вивчених збудників і обтяже-
ним перебігом інфекційних хвороб. Останнє особливо 
виразно виявляється на тлі збільшення швидкості фор-
мування антибіотикорезистентності [1, 2]. Окрім цього, 
саме з обтяженим епідемічним статусом може бути 
пов’язана періодична реєстрація масштабних захво-
рювань. Так, починаючи з 1978 року, майже щорічно 
реєструють виникнення непіддатливих ефективно-
му епідеміологічному контролю раніше не відомих 
інфекційних захворювань, і при цьому їхня нозоло-
гія постійно розширюється [3, 4]. У терапії інфекцій-
них захворювань акцент роблять на використанні 
антимікробних препаратів. Проте останнім часом 
спостерігається висока швидкість формування лікарсь- 
кої стійкості до використовуваних препаратів і різно-
манітний прояв побічної дії. Тому пошук ефективних 
ліків з мінімізованою побічною дією є вкрай актуаль-
ним завданням. Як перспективні препарати можна 
розглядати бактеріофаги, перевагою яких є висока 
специфічність, відсутність токсичної дії, легке про-
никнення в різні тканини організму, мінімальний ри-
зик розвитку в бактерій вторинної (придбаної) стій-
кості та застосування їх не лише для лікування, але 
й для профілактики бактерійних інфекцій. Перева-
га фаготерапії полягає й у можливості вибіркового 
лізирування певних мікробів, і в нешкідливості для 
пацієнта. Призначають бактеріофаги для лікування 
різних кишкових інфекцій, дисбактеріозу, гнійних ін-
фекцій тощо [5, 6]. Оцінюючи наслідки інфекційної 
патології, що посідає одне з перших місць за показ-
никами смертності, доходимо висновку, що тільки за 
формування популяції високоімунних осіб можна змен-
шити інфекційну захворюваність. Ефективність цього 
методу доведено повним викоріненням натуральної 
віспи й ендемічного паралітичного поліомієліту в ме- 
жах великого регіону. Попри номенклатуру сучасних 
імунопрофілактичних препаратів, залишається не ви-
рішеною специфічна профілактика певних інфекцій-
них захворювань, у тому числі викликаних гнієрід-
ними мікроорганізмами.

Однією з особливостей створення імунопрофілак-
тичних препаратів є дотримання дозозалежного за-
безпечення вибіркових ефектів знешкодження за від- 
сутності негативного впливу на початкову фізико- 
хімічну стабільність і імуногенні властивості протек- 
тивного антигена [7, 8]. Незалежно від способу отри-

мання і відмітних якісних характеристик представ-
ники кожного виду вакцин повинні універсально від- 
повідати таким обов’язковим вимогам: виявляти про-
тективну адекватність в активації імунопрофілакти-
ки напруженого поствакцинального імунітету, а та-
кож ареактогенність і апірогенність; бути безпечними; 
характеризуватися відсутністю алергенності або на-
явністю імунологічно доцільної за рівнем прояву гі-
перчутливості уповільненого типу під час формуван- 
ня клітинного імунітету [9].

Метою нашої роботи було мікробіологічне обґрун-
тування перспективності використання бактерійних 
препаратів, а саме бактеріофагів, для створення імуно-
профілактичних засобів. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Вивчення літичної активності досліджуваних бак-

теріофагів проводили за методикою Аппельмана і ме-
тодом дворазових серійних розведень [10, 11].

Принцип методу Аппельмана полягає у визначен-
ні максимального розведення бактеріофага, за якого 
досліджуваний фаг виявляє свою літичну дію. Для 
цього беруть ряд з 12 стерильних пробірок однако-
вого діаметру, у які наливають по 4,5 мл стерильно-
го м’ясо-пептонного бульйону; останні 2 пробірки 
є контрольні. 11-а пробірка містить бульйон з однією 
краплею бульйонної культури без фага (контроль 
культури), а 12-а пробірка – тільки бульйон (контроль 
стерильності). Наступний крок – це внесення в пер-
шу пробірку 0,5 мл випробовуваного бактеріофага та 
проведення послідовних розведень шляхом перено-
су окремими піпетками з пробірки в пробірку по 0,5 мл 
фага. З останньої пробірки зайві 0,5 мл виливають. 
Після цього етапу в усі пробірки вносять по 1 краплі 
18-годинної бульйонної культури бактерій з подаль-
шим розміщенням усіх пробірок у термостаті за 37 °С 
на 18 годин. Титр фага визначають за найбільшим 
розведенням препарату, у якому виявляється літич-
на активність.

Отже, в 10 пробірках отримують розведення бак-
теріофага від 1:10 до 10-10.

Метод дворазових серійних розведень. Середо-
вища для культивування застосовували з огляду на 
вид мікроорганізмів відповідно до сучасних методич-
них розробок і рекомендацій. Тестування проводили 
в об’ємі 1 мл кожного розведення речовин з кінцевою 
концентрацією досліджуваного мікроорганізму приб- 
лизно 5 × 105 КУО/мл. Після інкубації протягом доби 
або 48-72 годин для культур Candida spp. пробірки 
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з посівами проглядали в промінному світлі для визна-
чення зростання мікроорганізму. Мінімальну інгібу-
вальну концентрацію (МІК) визначали за найменшою 
концентрацією досліджуваної речовини, яка пригні-
чувала видиме зростання культури. Під час проведен- 
ня дослідів додатково здійснювали контролі збіль-
шення культури в середовищі; контролі чистоти сус-
пензії мікроорганізму (шляхом висіву на неселектив- 
ні середовища) та стерильності середовища. Експе-
рименти проведено в трьох повторах з метою одер-
жання достовірних результатів.

Усі дослідження виконували в асептичних умо-
вах із застосуванням ламінарного бокса (ШЛВ-02).

Як мікробіологічну модель використовували ре-
ференс-штами: S. aureus АТСС 25923, Е. соlі АТСС 25922, 
В. subtilis АТСС 6633, Р. аеrugenosa 126/18, Pr. mirabilis 
128/34, S. abony Dick 1,4,5,12, Str. pyogenes Dick-1.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
За даними літератури, ефективність фаготерапії 

пропорційна мірі вірулентності біопрепаратів, яка 
визначається літичною активністю фагів щодо спе-
цифічно чутливих тест-мішеней. При цьому доведено, 
що спрямована деструктивна здатність бактеріофа- 
гів визначається їхньою притаманністю до продук-
ції ферментів за рахунок продукції муреїнової гідро-
лази (лізину) або інших ферментів по точці прикла- 
дання [12]. В умовах мікробіологічного скринінгу ві-
рулентність бактеріофагів визначають шляхом:

1) з’ясування кількості активних одиниць бак-
теріофага, що міститься в 1 мл фаголізату; 

2) визначення титру граничного розведення бакте-
ріофага, здатного викликати лізис чутливих бакте-
рій-мішеней у рідкому середовищі (за Аппельманом); 

3) з’ясування кількості негативних колоній, що 
утворилися з певного об’єму (як правило, 1 мл) суспен-
зії бактеріофага (досліджуваного матеріалу) за його 
спрямованого культивування з бактеріями-мішеня-
ми, що відповідали специфічній чутливості [13, 14].

Відповідно до отриманих результатів принципо-
во підтверджено паспортизовані промисловим рег- 
ламентом вірулентні властивості бактеріофагів за по-
казниками лізисної активності (таблиця). Під час виз- 
начення літичної активності методом титрування бак-
теріофага в рідкому поживному середовищі (метод 
Аппельмана) з’ясовано, що вірулентність фагів харак-
теризується здатністю до спрямованого лізису мор-
фо-анатомічної структури бактерій-мішеней.

Доведено, що тестовані бактеріофаги проявля-
ють лімітну 100 %-ву лізисну активність у розведен-
нях 1:128 – 1:256. Ефективність бактеріолізису під-
тверджено результатами стерильності оброблених 
посівів. 

Аналіз отриманих результатів засвідчує, що лі-
тичні титри вірулентної активності використаних фа-
гів залежать від тинкторіальних характеристик бак- 
терій-мішеней. На відміну від грампозитивних, грам-
негативні бактерії в 2 рази менш чутливі до дії фагів.

Під час титрування стандартним методом дво-
разових серійних розведень для піовалена виявлено 
100 %-ву літичну активність за навантаження пожив-
ного середовища мікробом-мішенню в концентрації 
106 мікробних тіл. Своєю чергою, для коліпротейно-
го фага титр 100%-вої літичної активності виявле-
но в розведенні 1:128. 

Оцінюючи перспективність отриманих результа-
тів щодо біотехнологічного використання бактеріо-
фагів для створення хімічних вакцин, зауважимо, що 
використовувані як деструкції морфологічної ціліс-
ності бактерій-мішеней фізичні (наприклад, ультра- 
звукова дезінтеграція) або хімічні (органічні соль-
венти – елімінації спрямованої активності) чинники 
в побічній дії негативно змінюють антигенно й імуно-
генно визначальні бактеріохімічні компоненти в струк-
турі мікроба-донора.

ВИСНОВКИ
Отримані результати дозволяють розглядати бак-

теріофаги як можливе джерело для створення імуно-
біологічних препаратів профілактичного призначення. 

Оскільки деструктивні дії бактеріофагів не спри-
чиняють побічних імунохімічних ефектів, біомасу бак-
терій-мішеней, отриману в результаті літичної дії фа- 
гів, можна оцінити як перспективну імунобіотехно-
логічну субстанцію для отримання хімічних вакцин.

Конфлікт інтересів: відсутній.
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