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Резюме:  Вакцинное производство нередко сталкивается с проблемой, связанной со снижени-
ем интенсивности накопления бактериальной массы, причиной которой является снижение ка-
чества сырья для питательных сред и нестандартность последних. Для решения данной про-
блемы, при производстве вакцины против листериоза сельскохозяйственных животных, были 
предложены биологически активные субстанции на основе эмбриональных тканей перепелов 
(ФГЭП и СРМП), обладающие потенциальными стимулирующими свойствами по отношению к 
листерии. Целью исследования явилась сравнительная оценка ростостимулирующего действия 
ФГЭП и СРМП на Listeria monocytogenes вакцинный штамм «АУФ» и ее биологические свой-
ства. В ходе исследований установлена оптимальная стимулирующая доза изучаемых субстан-
ций – 1 % к объему агара Хоттингера. Наилучшим стимулирующим эффектом по отношению 
к L. monocytogenes обладает СРМП, добавление которого к агару Хоттингера увеличивает коли-
чество выросших колоний в 1,7 раза по сравнению со средой без добавок (контроль). Установ-
лено отсутствие негативного влияния изучаемых субстанций в дозе 1 % на морфологические, 
культуральные, тинкториальные, биохимические, гемолитические свойства и подвижность L. 
monocytogenes, определяющие ее видовые характеристики. Полученные данные открывают пер-
спективы для использования исследуемых стимуляторов роста в цикле изготовления вакцины 
против листериоза сельскохозяйственных животных.
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Введение
Технология изготовления бактериаль-

ных вакцин – это многопрофильная про-
блема, одним из решений которой явля-
ется разработка современных процессов 
культивирования микроорганизмов, благо-
даря которой, возможно увеличить выход 
конечного продукта и получить эффектив-
ные ветеринарные препараты [1].

Несмотря на четко отработанные ме-
ханизмы производства вакцин и устоявши-
еся технологические регламенты, на опре-
деленных этапах их изготовления возника-
ют некоторые трудности.

Так, определенные проблемы возни-
кают на этапе культивирования микроор-
ганизмов, в том числе и при производстве 
«Вакцины сухой, живой, против листери-
оза сельскохозяйственных животных из 
штамма АУФ», успешно применяющейся 
на территории Российской Федерации для 
профилактики листериоза [2, 3]. Есть све-
дения о снижении интенсивности накопле-
ния биомассы микроорганизмов в процес-
се производственного культивирования 
из-за нестандартности питательных сред 
и мясных гидролизатов [1, 3]. Зачастую ис-

пользуются среды лабораторного и произ-
водственного приготовления, которые по-
лучают с применением низкокачествен-
ных компонентов. В сырье для приготов-
ления питательных сред могут содержать-
ся антибиотики, химикаты, нитраты и ток-
сические продукты [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10].

Решением проблемы выхода бакмас-
сы за счет снижения качества питатель-
ных сред, по мнению ряда авторов, может 
являться использование стимуляторов ро-
ста микроорганизмов [11, 12, 13, 14, 15]. Эти 
вещества, действуя как катализатор [16, 17] 
за счет добавления в небольших количе-
ствах, не влияют на состав среды, а, следо-
вательно, не требуют изменения техниче-
ской документации.

Для испытания в качестве стимуля-
торов роста листерий были апробирова-
ны ферментативный гидролизат эмбрио-
нальный перепелиный (ФГЭП) и стимуля-
тор роста микроорганизмов перепелиный 
(СРМП) изготовленные на основе эмбри-
онально-яичной массы перепелов. Так как 
биологические свойства микроорганизмов 
(культуральные, морфологические, тин-
кториальные, биохимические, гемолити-
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ческие, подвижность) отражают уровень 
их метаболизма и обуславливают функци-
ональные особенности и характер роста, 
считаем необходимым оценить влияние из-
учаемых субстанций на данные показатели 
L. monocytogenes.

Материалы и методы исследований
В работе использован слабовирулент-

ный штамм АУФ Listeria monocytogenes, 
использующийся в процессе изготовления 
вакцины сухой, живой, против листериоза 
сельскохозяйственных животных. Штамм 
для работы получали из архива ФКП 
«Ставропольская биофабрика».

Изучаемые субстанции ФГЭП и СРМП 
изготовлены на базе проблемной научно-
исследовательской лаборатории экспери-
ментальной иммуноморфологии, иммуно-
патологии и иммунобиотехнологии ФГА-
ОУ ВО «Северо-Кавказский федеральный 
университет». ФГЭП представляет собой 
ферментативный гидролизат из эмбри-
онально-яичной массы перепелов [18], а 
СРМП – кислотный гидролизат из эмбри-
онально-яичной массы перепелов, изго-
товленный с применением оригинального 
комплекса биотехнологических манипуля-
ций, направленных на получение пептидсо-
держащего препарата [19].

Для оценки стимулирующего действия 
ФГЭП и СРМП изучаемые субстанции в 
выбранных дозировках добавляли к рас-
плавленному агару Хоттингера при тща-
тельном перемешивании перед разливкой 
по чашкам Петри.

Результаты исследования культураль-
но-морфологических свойств, выращен-
ных микроорганизмов, учитывали визу-
ально, путем подсчета и измерения диаме-
тра выросших колоний, а также при ми-
кроскопии мазков, приготовленных из су-
точных культур, выросших на плотных пи-
тательных средах и окрашенных по Граму.

Для исследований были отобраны по 
десять серий ФГЭП и СРМП. Изучали вли-
яние субстанции каждой серии на биологи-
ческие свойства Listeria monocytogenes.

Способность сбраживать углеводы, 
подвижность, бета-гемолитическую актив-
ность листерий определяли согласно МУК 
4.2.1122-02 [20].

Подвижность листерий оценивали по 
характеру роста культуры в уколе столби-
ка ПЖА.

Бета-гемолитическую активность ли-
стерий определяли по образованию зон 
просветления за счет растворения эритро-
цитов вокруг колоний при посеве на по-

верхность кровяного агара, приготовлен-
ного с добавлением стерильной дефибри-
нированной крови барана.

Способность культуры сбраживать 
углеводы оценивали при ее пересеве на 
среды Гисса, содержащие следующие са-
хара: рамнозу, арабинозу, лактозу, маннит, 
маннозу, инозит, сахарозу, глюкозу, ксилозу, 
мальтозу. Наличие ферментативной актив-
ности в отношении углеводов определяли 
по изменению окраски сред за счет обра-
зования кислоты.

Каталазную активность культуры 
определяли в соответствии с ГОСТ 30425 
[21] по способности каталазы разлагать 
перекись водорода с выделением пузырь-
ков газа.

Морфологию и размер бактериальных 
клеток оценивали с помощью программ-
ного обеспечения Zena 2012 Pro на бино-
кулярном микроскопе исследовательско-
го уровня Axio Imager 2 (A2) (Carl Zeiss 
Microscopy). Полученные результаты об-
работаны с помощью программы Primer of 
Biostatistics (Version 4.03).

Результаты и обсуждение
Для установления оптимальных сти-

мулирующих доз ФГЭП и СРМП были 
выбраны следующие концентрации суб-
станций: 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2% к объе-
му питательной среды. При их выборе мы 
опирались на исследования Н.В. Пановой 
(2006) и И.Н. Ткаченко (2009), изучавших 
стимуляторы роста для широкого круга 
микроорганизмов.

Культуру Listeria monocytogenes вно-
сили в количестве 100 микробных клеток 
в чашки Петри с агаром Хоттингера с до-
бавлением ФГЭП и СРМП в выбранных 
дозах. В качестве контроля использовали 
агар Хоттингера без добавления стимуля-
торов. Культуры выращивали при темпе-
ратуре 37±1 °C в течение 24 часов в термо-
стате. Через 24 ч производили подсчет вы-
росших колоний, результаты отображены 
в таблице.

Результаты, отраженные в таблице, 
свидетельствуют, что при добавлении к 
агару Хоттингера как ФГЭП, так и СРМП 
во всех концентрациях, количество вырос-
ших колоний по сравнению с контролем 
увеличивается (при Р<0,05). При этом в 
обоих случаях максимальное число вырос-
ших колоний зафиксировано на чашках со 
средами, включающими субстанции в до-
зе 1 %. В средах с добавлением ФГЭП оно 
превышает контроль в 1,3 раза, а с добав-
лением «СРМП» – в 1,7 раза.



36 Ветеринарная патология. № 1. 2017

МИКРОБИОЛОГИЯ И ВИРУСОЛОГИЯ

Таблица. Ростовые качества агара Хоттингера с добавлением ФГЭП и 
СРМП, n=10 

Примечание: статистическая достоверность приведена по тексту 
 

Концентрация 
стимулятора, % 

Количество 
чашек Петри 

Агар Хоттингера с 
ФГЭП 

Агар Хоттингера с 
СРМП 

Посев микроорганизмов 100 м.к. 

2 5 70,3±1,9 93,3±2,6 
1,5 5 69,1±1,7 95,6±2,9 
1,0 5 71,1±1,9 94,1±2,9 

0,5 5 67,2±2,3 80,6±2,0 

0,1 5 62,8±1,5 76,1±1,7  

Контроль – агар 
Хоттингера 

5 55,6±1,2 

Интересным оказался тот факт, что 
число колоний возрастает по мере уве-
личения дозировки стимуляторов до 1 %. 
Очевидно, при больших дозах утрачива-
ется стимулирующих эффект, а вносимая 
субстанция, в зависимости от изменчиво-
сти условий культивирования, в ряде слу-
чаев может использоваться как питатель-
ный компонент.

При оценке мазков, приготовленных 
с агара Хоттингера с добавлением ФГЭП, 
СРМП и без добавок (контроль), установ-
лено, что во всех случаях L. monocytogenes 
представляет собой грамположительную, 
прямую или слегка изогнутую палочко-
видную бактерию с закругленными края-
ми, шириной 0,3–0,5 мкм, длиной 1–2 мкм. 
Клетки располагаются в препарате парал-
лельно или под углом друг к другу, группа-
ми или одиночно. Морфология бактерии 
полностью соответствует классическому 
характеру росту, установленному для дан-
ного микроорганизма (по Берджи).

При изучении характера роста L. 
monocytogenes на агаре Хоттингера с до-
бавлением ФГЭП и СРМП через 24 ча-
са после засева в обоих случаях на чашках 
Петри наблюдали появление мелких, кру-
глых, полупрозрачных, слабовыпуклых, с 
ровным краем колоний в S-форме, имею-
щих голубоватый оттенок, что полностью 
соответствует культуральным свойствам 
данного микроорганизма и не отличается 
от вида колоний на агаре без добавок.

Микроорганизмы синтезируют боль-
шое количество ферментов, главной функ-
цией которых является ускорение и регу-
ляция всех химических реакций, необхо-
димых для их жизнедеятельности, поэто-
му исследование ферментативной актив-
ности листерий в процессе оценки влияния 
стимуляторов роста считаем принципиаль-

ным моментом. Установлено, что Listeria 
monocytogenes, предварительно культиви-
рованная на агаре Хоттингера с добавле-
нием ФГЭП, СРМП и без добавок (кон-
троль), на средах Гисса, сбраживает с об-
разованием кислоты без газа рамнозу, ман-
нозу, сахарозу, глюкозу, мальтозу, не утили-
зирует арабинозу, лактозу, маннит, инозит, 
ксилозу, что является характерными био-
химическими свойствами микроорганизма.

Listeria monocytogenes является катала-
зоположительной. Известно, что оксидо-
редуктазы, к которым относится каталаза, 
ускоряют внутриклеточные окислитель-
но-восстановительные процессы в бакте-
риях, поэтому сохранение листерией дан-
ного свойства отражает эффективность 
стимулирующего действия субстанций.

При смешивании с перекисью водорода 
на предметном стекле культуры листерий, 
взятой из отдельных колоний, выросших 
на агаре Хоттингера с добавлением ФГЭП, 
СРМП и без добавок (контроль), во всех 
случаях наблюдали образование пузырь-
ков, что свидетельствует о положительной 
реакции на каталазу.

Характерным фактором патогенности 
Listeria monocytogenes являются секрети-
руемые белки α- и β-гемолизины, способ-
ствующие ее гемолитической активности 
на кровяном агаре. Исключение влияния 
изучаемых субстанций на данный показа-
тель считаем важнейшим этапом нашей 
работы, поскольку это подтверждает со-
хранность патогенных свойств вакцинного 
штамма листерий.

Культура Listeria monocytogenes, вы-
росшая на агаре Хоттингера с добавлени-
ем ФГЭП и СРМП и без добавок, при куль-
тивировании на кровяном агаре на всех 
чашках Петри образует колонии, окру-
женные характерной зоной просветления 
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– β-гемолизом, что соответствует класси-
ческому характеру роста листерий на кро-
вяном агаре.

При оценке подвижности листерий, 
культивированных на агаре Хоттингера с 
добавлением ФГЭП, СРМП и без добавок, 
установлено, что во всех пробирках с ПЖА 
листерия образует характерный рост в ви-
де зонтика вдоль линии укола, свидетель-
ствующий о подвижности микроба.

Вышеописанные характеристики био-
логических свойств Listeria monocytogenes, 
по нашему мнению, свидетельствуют о 
том, что использование разработанных 
стимуляторов роста не противоречит 
принципиальному требованию к вакцин-
ному штамму микроорганизма – сохране-
нию стабильности его характеристик, что 
является важнейшим моментом для вак-
цинного производства.

Выводы и заключение
Из результатов исследований следу-

ет, что субстанции ФГЭП и СРМП, добав-
ленные к агару Хоттингера в дозах 0,1; 0,5; 
1; 1,5; 2 % при культивировании Listeria 
monocytogenes, оказывают стимулирую-
щее действие на микроорганизм. Опти-
мальный стимулирующий эффект достиг-
нут при добавлении к среде субстанций в 
количестве 1 %, при этом ростостимулиру-
ющий эффект СРМП выше, чем у ФГЭП. 
При культивировании листерий на ага-
ре Хоттингера с изучаемыми субстанция-
ми, микроорганизм проявил типичные для 
него биологические свойства: морфологи-
ческие, культуральные, тинкториальные, 
биохимические, гемолитические и подвиж-
ность, идентичные свойствам листерий, 
выращенным без добавления стимулято-
ров. Этот факт подтверждает отсутствие 
негативного влияния изучаемых стимуля-
торов роста на Listeria monocytogenes и от-
крывает перспективы их использования 
при производстве вакцины против листе-
риоза сельскохозяйственных животных.
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INFLUENCE OF BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES ON THE BASIS 
OF EMBRYONIC TISSUES OF DERIVATIVES ON THE BIOLOGICAL 
PROPERTIES OF LISTERIA MONOCYTOGENES
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Abstract:  In the production of vaccines, there is a decrease in the intensity of bacterial mass 
accumulation often. The reason for this problem is a decrease in the quality of raw materials for nutrient 
media. In the production of vaccines against listeriosis in farm animals, we have proposed biologically 
active substances based on embryonic quail tissues, which have potential stimulating properties with 
respect to listeria. The aim of the study was a comparative evaluation of the growth-stimulating effect of 
FGEP and CPMP on Listeria monocytogenes (vaccine strain «AUF»). During of the study the optimal 
stimulating dose of the studied substances was established. It is 1 % to the volume of Hottinger agar. 
The best stimulating effect to L. monocytogenes has CPMP, the addition of which to the Hottinger 
agar increases the number of colonies  by a factor of 1,7 compared with the medium without additives 
(control). There is no negative effect of substances at a dose of 1 % on the morphological, cultural, 
tinctorial, biochemical, hemolytic properties and mobility of L. monocytogenes. The data obtained 
open up prospects for using the investigated growth stimulants in the vaccine production cycle against 
listeriosis in farm animals.
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