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Îц²ÍКА циТÎТÎКСиЧÍиХ ÂЛАСТиÂÎСТЕЙ 
БАКТЕР²ÎФАГА ClOSTRIdIUM PERFRINGENS 

²n vitro Íà ÌÎäÅË² ïÅÐÅЩÅïËюâàÍÎї 
КуЛьТуРи КЛ²ТиÍ ЛЮДиÍи ÍЕР-2

Виêîðисòаííÿ êуëьòуðи êë³òиí Нåð-2 у ëîãаðифм³чí³й ³ сòац³îíаðí³й фаз³ 
ðîсòу дëÿ пîпåðåдíьîї сêðиí³íãîвîї îц³íêи áåзпåêи засòîсуваííÿ аêòивíîãî 
фаãа Clostridium perfringens у мåдичí³й пðаêòиц³ дîзвîëиëî всòаíîвиòи сëаáêî 
виðажåíу циòîòîêсичíу д³ю пðåпаðаòа в êîíцåíòðац³ї 106 фаãîвиõ часòîê у 
îдíîму м³ë³ë³òð³, щî ðåєсòðуваëасÿ чåðåз 24 ãîд åêспîзиц³ї.

К ë ю ч î в ³  с ë î в а :  áаêòåð³îфаã, Clostridium perfringens, êуëьòуðа êë³òиí 
Нåð-2, циòîòîêсичí³ вëасòивîсò³.

Хàð÷îâå îòðóºííÿ, âèêëèêàíå Clostridium perfringens, – ó âñ³õ êðà¿íàõ ñâ³òó 
îäíå ç íàéïîøèðåí³øèõ çàõâîðþâàíü. Â îñòàíí³ ðîêè çíà÷íî ï³äâèùèâñÿ ³íòåðåñ äî 
âèêîðèñòàííÿ áàêòåð³îфàг³â äëÿ ë³êóâàííÿ áàêòåð³àëüíèõ ³íфåêö³é. цå ïîâ’ÿçàíî, 
íàñàìïåðåä, ç ðîñòîì ðåçèñòåíòíîñò³ çáóäíèê³â õâîðîá ëþäèíè ³ òâàðèí äî àíòè-
áàêòåð³àëüíèõ ïðåïàðàò³â [1, 3, 4]. 

Ó 30 – 40 ðîêàõ ХХ ñòîð³÷÷ÿ öåé åфåêòèâíèé ³ íåäîðîгèé ï³äõ³ä óñï³øíî âè-
êîðèñòîâóâàâñÿ íå ò³ëüêè äëÿ ë³êóâàííÿ, àëå ³ äëÿ çàïîá³гàííÿ ïîøèðåííÿ áàгàòüîõ 
³íфåêö³é. Çà ñâîþ ³ñòîð³þ áàêòåð³îфàгè ïåðåжèëè ³ âåëèêèé ³íòåðåñ äî íèõ â åïîõó 
¿õíüîгî çàðîäжåííÿ ³ ïðàêòè÷íî ïîâíå çàáóòòÿ â 60 – 80-ò³ ðîêè. Â îñòàíí³ 5 ðîê³â 
³íòåðåñ äî íèõ â³äðîäèâñÿ [2, 5, 6, 10 – 14]. 

Äëÿ çìåíøåííÿ ðèçèêó øëóíêîâî-êèøêîâèõ çàõâîðþâàíü ëþäèíè, ùî âèêëè-
êàþòü Clostridium perfringens ç ïðèäáàíîþ ñò³éê³ñòþ äî ë³êàðñüêèõ çàñîá³â, â 
iíñòèòóò³ áàêòåð³îфàг³¿, ì³êðîá³îëîг³¿ ³ â³ðóñîëîг³¿ ÀН Ãðóç³¿ áóâ ñòâîðåíèé ïðåïàðàò 
ñïåöèф³÷íîгî áàêòåð³îфàгà, ùî ì³ñòèòü 107 áëÿøêîóòâîðþâàëüíèõ îäèíèöü (ÁÓÎ) â 
1 ìë. Ó äàíèé ÷àñ ïðîâîäèòüñÿ êîìïëåêñíà îö³íêà á³îëîг³÷íèõ âëàñòèâîñòåé íîâîгî 
ïðåïàðàòó in vitro ³ in vivo [9, 13]. 

Ìåòîþ ðîáîòè áóëî âèâ÷åííÿ öèòîòîêñè÷íèõ âëàñòèâîñòåé áàêòåð³îфàгà 
Clostridium perfringens íà ìîäåë³ ïåðåùåïëþâàíî¿ êóëüòóðè êë³òèí ëþäèíè Нåð-2 
ó ëîгàð³фì³÷í³é ³ ñòàö³îíàðí³é фàçàõ ðîñòó. 
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Мàòåðіàли і мåòîäи
Îá’ºêòîì äîñë³äжåííÿ áóâ ïðåïàðàò áàêòåð³îфàгà Clostridium perfringens у 

êîíöåíòðàö³¿ 105 òà 106 ÁÓÎ/ ìë. ßê åêñïåðèìåíòàëüíó ìîäåëü äëÿ âèâ÷åííÿ á³îëî-
г³÷íî¿ àêòèâíîñò³ âêàçàíîгî ïðåïàðàòà âèêîðèñòîâóâàëè ïåðåùåïëþâàíó êóëüòóðó 
êë³òèí êàðöèíîìè гîðòàí³ ëþäèíè Нåð-2. Îö³íêó öèòîòîêñè÷íîгî âïëèâó áàêòåð³-
îфàгà íà êóëüòóðó êë³òèí ó ëîгàðèфì³÷í³é фàç³ ðîñòó çä³éñíþâàëè ïî ïîêàçíèêàõ: 
ñòóï³íü àòðàêö³¿ êë³òîê äî ïîâåðõí³ íîñ³ÿ, øâèäê³ñòü фîðìóâàííÿ ìîíîøàðó êë³òèí, 
âåëè÷èíà ì³òîòè÷íî¿ àêòèâíîñò³. 

Âïëèâ áàêòåð³îфàгà íà êóëüòóðó êë³òèí ó ñòàö³îíàðí³é фàç³ ðîñòó îö³íþâàëè ïî 
ïîêàçíèêàõ – ìîðфîëîг³÷í³ çì³íè ³ âèжèâàííÿ êë³òèí, ñòóï³íü äåгåíåðàö³¿ ìîíîøà-
ðó [5, 7, 8]. Ïðè êóëüòèâóâàíí³ ÿê ðîñòîâå âèêîðèñòîâóâàëè ñåðåäîâèùå 199, ÿêå 
ì³ñòèòü 10 % ñèðîâàòêè âåëèêî¿ ðîгàòî¿ õóäîáè. Ïîñ³âíà äîçà 30 – 50 õ 103 êë³òèí/
ìë ðîñòîâîгî ñåðåäîâèùà. Òåìïåðàòóðà êóëüòèâóâàííÿ 37 °Ñ. Ó ëîгàðèфì³÷í³é фàç³ 
ðîñòó, òîáòî ÷åðåç 24 гîäèíè êóëüòèâóâàííÿ, ïðîâîäèëè êîíòàì³íàö³þ êë³òèí 
áàêòåð³îфàгîì: äîäàâàëè ïî 0,1 ìë ïðåïàðàòó ó ïåí³öèë³íîâèé фëàêîí ç 0,9 ìë 
ñóñïåíç³¿ êë³òèí. Îáë³ê ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè ÷åðåç 24, 48, 72 гîä. 

Äëÿ îö³íêè âïëèâó áàêòåð³îфàгà íà êóëüòóðó êë³òèí ó ñòàö³îíàðí³é фàç³ ðîñòó 
êîíòàì³íàö³þ ïåðåùåïëþâàíî¿ êóëüòóðè êë³òèí çä³éñíþâàëè ÷åðåç 72 гîä êóëüòè-
âóâàííÿ, òîáòî ï³ñëÿ çàê³í÷åííÿ фîðìóâàííÿ ìîíîøàðó. Îáë³ê ðåçóëüòàò³â ïðîâî-
äèëè ÷åðåç 24, 48, 72 гîä åêñïîçèö³¿ øëÿõîì â³çóàëüíî¿ îö³íêè ìîðфîëîг³÷íèõ çì³í 
êë³òèí òà ö³ë³ñíîñò³ ìîíîøàðó. Ñòóï³íü äåгåíåðàö³¿ ìîíîøàðó êë³òèí îö³íþâàëè çà 
4-ïëþñîâîþ ñèñòåìîþ. чåðåç 72 гîä çä³éñíþâàëè ï³äðàõóíîê ê³ëüêîñò³ жèòòºçäàòíèõ 
êë³òèí ó ìîíîøàð³. Äëÿ öüîгî çí³ìàëè êë³òèíè ìåõàí³÷íîþ ä³ºþ ç ïîâåðõí³ ñêëà, 
çàáàðâëþâàëè òðåïàíîâèì ñèí³ì ó êîíöåíòðàö³¿ 0,01 %. Нåжèòòºçäàòí³ êë³òèíè 
ïðè öüîìó çàáàðâëþâàëèñÿ äèфóçíî â ñèí³é êîë³ð, жèòòºçäàòí³ çàëèøàëèñÿ íå çà-
áàðâëåíèìè. Ï³äðàõîâóâàëè çàáàðâëåí³ êë³òèíè ó êàìåð³ Ãîðÿºâà.

Äëÿ âèâ÷åííÿ âïëèâó äîñë³äжóâàíîгî ïðåïàðàòà íà ì³òîòè÷íó àêòèâí³ñòü 
êë³òèí, êóëüòèâóâàííÿ ïðîâîäèëè íà ñêåëüöÿõ ó фëàêîíàõ. Îòðèìàí³ íà ñêåëüöÿõ 
ïðåïàðàòè ф³êñóâàëè ó ф³êñàòîð³ Êàðíóà ç ïîäàëüøèì çàáàðâëåííÿì áàðâíèêîì 
Ðîìàíîâñüêîгî-Ã³ìçà.

еêñïåðèìåíòàëüí³ äîñë³äжåííÿ ïðîâîäèëè ó ï’ÿòèêðàòíîìó ïîâòîð³. Ìàòåìà-
òè÷íå îïðàöþâàííÿ îòðèìàíèõ ðåçóëüòàò³â çä³éñíþâàëè ç âèêîðèñòàííÿì ïðîгðàìè 
MS Excel. Â³ðîг³äí³ñòü ð³çíèö³ ïîêàçíèê³â îö³íþâàëè ñòàíäàðòíèìè ñòàòèñòè÷íèìè 
ìåòîäàìè ç âèêîðèñòàííÿì t-êðèòåð³þ Ñò’þäåíòà.

Рåзóльòàòи òà їх îбгîâîðåííÿ 
Ó ðåçóëüòàò³ äîñë³äжåíü âñòàíîâëåíî íåçíà÷íó öèòîòîêñè÷íó ä³þ áàêòåð³îфàгà 

â êîíöåíòðàö³¿ 106 ÁÓÎ/ ìë, ùî âèÿâëÿºòüñÿ â çíèжåíí³ íà 17 % àòðàêö³¿ êë³òèí 
äî ïîâåðõí³ ñêëà (ðèñ. 1). 

Ó äîç³ ïðåïàðàòà 106 ÁÓÎ/ ìë â³äçíà÷àëîñÿ ïðèгíîáëåííÿ íà 10 % фîðìóâàííÿ 
ìîíîøàðó êë³òèí Нåð-2 (ðèñ. 2). Ïðè÷èíîþ ïðèгíîáëåííÿ фîðìóâàííÿ ìîíîøàðó 
áóëî çíèжåííÿ ð³âíÿ ì³òîòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ êóëüòóðè Нåð-2 (ðèñ. 3). 

Áàêòåð³îфàг ó êîíöåíòðàö³¿ 105 ÁÓÎ/ ìë íå ïðèçâîäèâ äî íåгàòèâíîгî âïëèâó 
íà êóëüòóðó êë³òèí ó ëîгàðèфì³÷í³é фàç³ ðîñòó. Ó ñòàö³îíàðí³é фàç³ ðîñòó êóëüòóðè 
êë³òèí Нåð-2, êîíòàì³íîâàíî¿ áàêòåð³îфàгîì C. perfringens ó êîíöåíòðàö³¿ 106 ÁÓÎ/ 
ìë, ìîðфîëîг³÷í³ çì³íè îêðåìèõ êë³òèí âèÿâëÿëèñÿ â çìåíøåíí³ ðîçì³ð³â, ïîÿâ³ 
êë³òèí âåðåòåíîâèäíî¿ фîðìè ç äð³áíîêðàïåëüíîþ âàêóîë³çàö³ºþ öèòîïëàçìè. 
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          Êîíòðîëü       106 ÁÓÎ/ ìë       105 ÁÓÎ/ ìë 
Êîíöåíòðàö³ÿ áàêòåð³îфàгà

Риñ. 1. Âïлиâ бàêòåðіîфàгà C. perfringens íà ñòóïіíь àòðàêöії êліòиí Íåð-2 
 äî ïîâåðхíі ñêлà. Еêñïîзиöіÿ 24 гîä 

* – ð³çíèöÿ â³ðîг³äíà ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì (ð < 0,05)

fig. 1. C. perfringens bacteriophage effect on Hep-2 cell attraction on glass 
surface. Exposіtіon for 24 hours 

          Êîíòðîëü       106 ÁÓÎ/ ìë       105 ÁÓÎ/ ìë
Êîíöåíòðàö³ÿ áàêòåð³îфàгà

Риñ. 2. Âïлиâ бàêòåðіîфàгà C. perfringens íà фîðмóâàííÿ мîíîшàðó êóльòóðи 
êліòиí Íåð-2. Еêñïîзиöіÿ 72 гîä  

* – ð³çíèöÿ â³ðîг³äíà ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì (ð < 0,05)

Fіg. 2. C. perfringens bacteriophage effect on Hep-2 cell monolayer formation. 
Exposition for 72 hours

          Êîíòðîëü       106 ÁÓÎ/ ìë       105 ÁÓÎ/ ìë
Êîíöåíòðàö³ÿ áàêòåð³îфàгà

Риñ. 3. Âïлиâ бàêòåðіîфàгà C. perfringens íà міòîòичíó àêòиâíіñòь êóльòóðи 
êліòиí Íåð-2. Еêñïîзиöіÿ 48 гîä  

* – ð³çíèöÿ â³ðîг³äíà ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì (ð < 0,05)

fig. 3. C. perfringens bacteriophage effect on Hep-2 cell culture mitotic  
activity. Exposition for 48 hours
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чåðåç 72 гîä. ðåºñòðóâàëèñÿ äåñòðóêòèâí³ çì³íè ìîíîøàðó. Ïðè öüîìó ê³ëüê³ñòü 
íåжèòòºçäàòíèõ êë³òèí ó ìîíîøàð³ íå ïåðåâèùóâàëà êîíòðîëüíîгî ð³âíÿ (ðèñ. 4). 

цå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî äåñòðóêö³ÿ ìîíîøàðó ïîâ’ÿçàíà íå ç ïðÿìîþ öèòîòî-
êñè÷íîþ ä³ºþ фàгîâîгî ïðåïàðàòà, à îïîñåðåäêîâàíà ïîðóøåííÿì àòðàêö³¿ êë³òèí 
äî íîñ³ÿ.

  Êîíòðîëü   106 ÁÓÎ/ ìë    105 ÁÓÎ/ ìë
Êîíöåíòðàö³ÿ áàêòåð³îфàгà

Риñ. 4. Âïлиâ бàêòåðіîфàгà C. perfringens íà êільêіñòь íåжиòòєзäàòíих êліòиí 
ó мîíîшàðі Íåð-2. Еêñïîзиöіÿ 72 гîä

fig. 4. C. perfringens bacteriophage effect on the quality of inviable cells in 
Hep-2 monolayer. Exposition for 72 hours

Ïðåïàðàò, ùî ì³ñòèâ 105 ÁÓÎ/ ìë, íå ïðèçâîäèâ äî ìîðфîëîг³÷íèõ çì³í, 
çá³ëüøåííÿ ÷èñëà íåжèòòºçäàòíèõ êë³òèí ³ äåñòðóêö³¿ ìîíîøàðó, ó ïîð³âíÿíí³ ç 
êîíòðîëåì.

Òàêèì ÷èíîì, ó ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ äîñë³äжåíü áóëà âñòàíîâëåíà íåçíà÷íà 
öèòîòîêñè÷íà ä³ÿ ïðåïàðàòà â êîíöåíòðàö³¿ 106 ÁÓÎ/ ìë, ùî ðåºñòðóâàëîñÿ ÷åðåç 
24 гîä åêñïîçèö³¿. Ïîêàçàíà ìîжëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ ïîïóëÿö³¿ êë³òèí Нåð-2 äëÿ 
ïîïåðåäíüî¿ ñêðèí³íгîâî¿ îö³íêè áåçïåêè çàñòîñóâàííÿ àêòèâíèõ фàг³â ó ìåäè÷í³é 
ïðàêòèö³.
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ÎцЕÍКА циТÎТÎКСиЧЕСКиХ СÂÎЙСТÂ БАКТЕРиÎФАГА 
ClOSTRIdIUM PERFRINGENS ²n vitro Íà ÌÎäÅËè 
ПЕРЕÂиÂАЕМÎЙ КуЛьТуРЫ КЛЕТÎК ЧЕЛÎÂЕКА ÍЕР-2

Рåфåðàò
Ïîêàçàíà âîçìîжíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïåðåâèâàåìîé êóëüòóðы êëåòîê ÷åëîâåêà Нåð-2 äëÿ 
ïðåäâàðèòåëüíîé ñêðèíèíгîâîé îöåíêè áåçîïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ àêòèâíîгî фàгà Clostridium 
perfringens â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå. in vitro óñòàíîâëåíî ñëàáî âыðàжåííîå öèòîòîêñè÷åñêîå 
äåéñòâèå áàêòåðèîфàгà Clostridium perfringens â êîíöåíòðàöèè 106 ф. ÷. / ìë íà ïåðåâèâàå-
ìóþ êóëüòóðó êëåòîê Нåð-2 â ñòàöèîíàðíîé è ëîгàðèфìè÷åñêîé фàçå ðîñòà. 

Ê ë þ ÷ å â ы å  ñ ë î â à :  áàêòåðèîфàг, Clostridium perfringens, êóëüòóðà êëåòîê Нåð-2, 
öèòîòîêñè÷åñêèå ñâîéñòâà.
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EstiMation of ClOSTRIdIUM PERFRINGENS 
BaCtErioPhagE CytotoxiC ProPErtiEs ²n vitro on thE 

HUMAN CELLs ÍЕР-2 PAssAgED CULTUrE MODEL

summary
the passaged culture of human cells Нåð-2 can be used for the initial screening of safe use 
of Clostridium perfringens active phage in medicine. Low-expressed cytotoxicity effect of 
Clostridium perfringens bacteriohage in concentration of 106 php/ml on Нåð-2 passaged cell 
culture on both stationary and logarithmic growth phase has been determinated in vitro.

Key words: bacteriophage, Clostridium perfringens, hep-2 cell culture, cytotoxicity.




