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целью работы явилось получение таблетированной формы рекомбинантной вакцины «ревакс в3т» против 
гепатита в и патогенных для человека ортопоксвирусов для проведения клинических исследований. материалы 
и методы. в качестве активного материала использовали рекомбинантный вирус вакцины, штамм b7,5S2-S, в ген 
тимидинкиназы которого встроен фрагмент днк вируса гепатита в. в работе использовали микробиологичес-
кие, вирусологические, физические, физико-химические и биотехнологические методы исследований качества 
препарата и технологических процессов. результаты и обсуждение. результаты технологического контро-
ля получения полуфабрикатов и готовой продукции вакцины «ревакс в3т» подтвердили возможность исполь-
зования аттестованной аппаратурно-технологической линии «тэовак» для ее производства. аналогичная 
технология может также использоваться при производстве других живых эмбриональных таблетированных 
оспенных вакцин. для получения вакцинного препарата «ревакс в3т» со специфической активностью не менее  
1,0·107 оое/табл. необходим сухой вируссодержащий материал с активностью не менее 2,0·108 оое/г при субли-
мационном высушивании жидкого вируссодержащего материала с активностью не менее 1,0·108 оое/г и преиму-
щественном использовании хорионаллантоисной оболочки куриных эмбрионов в качестве субстрата накопления 
вирусной биомассы.
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Abstract. Objective of the work was the production of recombinant vaccine «RevaxVZT» in tablet dosage form 
against hepatitis B and pathogenic for humans orthopoxviruses for further clinical trials. Materials and methods. 
Recombinant strain b7.5S2-S of vaccinia virus carrying a DNA fragment of hepatitis B virus inserted into thymidineki-
nase gene was used as an active component of the vaccine. Microbiological, virological, physical, physical and chemical, 
and biotechnological methods were used for studying the quality of the drug and technological processes. Results and 
discussion. Results of technological control for semi-finished products and final products of the vaccine “Revax VZT” 
showed the possibility of using certified hardware-processing line of “TEOVac” for its manufacturing. Same technol-
ogy can be potentially used with other live tableted embryo smallpox vaccines too. For the development of the vaccine 
“Revax VZT” with the specific activity of not less than 1.0·107 PFU/tablet, it is necessary to use a dry virus-containing 
material with activity not less than 2.0·108 PFU/g which is produced by freeze-drying of liquid virus-containing prepara-
tion with the activity of not less than 1.0·108 PFU/g, preferentially propagated from chorionic allantoic membranes of 
chicken embryos as a substrate for viral biomass accumulation. 
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разработка средств медицинской защиты от 
опасных и особо опасных инфекционных заболева-
ний, а также создание их производств представля-
ет собой одно из приоритетных направлений био-

логической безопасности населения российской 
Федерации [1].

повсеместное распространение вируса гепати-
та в делает эту инфекцию значительной проблемой 
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для здравоохранения россии и показывает недоста-
точную защищенность населения, особенно в энде-
мичных регионах, что требует отечественного недо-
рогого и эффективного профилактического препара-
та и тактики его применения. 

другой немаловажной проблемой является им-
мунопрофилактика ортопоксвирусных инфекций. 
однако в условиях отмены оспопрививания и посто-
янно снижающегося противооспенного популяцион-
ного иммунитета следует ожидать большого количе-
ства поствакцинальных осложнений при проведении 
такого рода мероприятий. кроме того, использова-
ние парентеральных как оспенных, так и гепатитных 
вакцин существенно увеличивает риск заражения 
прививаемых [2].

одним из способов оптимизации прививочной 
кампании, снижения частоты поствакцинальных 
осложнений и удешевления стоимости вакцинных 
препаратов является использование поливалентных 
рекомбинантных вакцин [3, 4]. успехи в биотехно-
логии и генной инженерии позволили получать ре-
комбинантные вакцинные штаммы, в днк которых 
встроены гены протективных белков различных воз-
будителей. иммунизация этими рекомбинантами 
приводит к формированию иммунитета как к векто-
ру, так и к экспрессируемым чужеродным антигенам 
[5–7]. одним из наиболее изученных является ис-
пользование вируса осповакцины (далее по тексту – 
вируса вакцины) в качестве вектора для экспрессии 
протективных белков вируса гепатита в [8, 9].

в Фбун «государственный научный центр 
вирусологии и биотехнологии «вектор», скон-
струирован рекомбинантный штамм «ревакс в» на 
основе вируса вакцины, штамм л-ивп, в ген ко-
торого встроен фрагмент днк вируса гепатита в 
[10]. в ходе исследований специалистами Фгбу 
«48 цнии» минобороны россии выявлена конта-
минация «ревакс в» исходным штаммом л-ивп. в 
дальнейшем штамм «ревакс в» реклонирован с це-
лью освобождения его от популяции родительского 
штамма л-ивп. в результате отбора нескольких 
клонов, не содержащих ген тимидинкиназы (тк) ви-
руса вакцины и экспрессирующих HBsAg, получен 
генетически однородный тк-минус штамм. по ре-
зультатам репродуктивной активности отобран клон 
3 этого штамма (вакцинный штамм b7,5S2-S, услов-
но получивший название «ревакс в3»). данные ис-
следования подтверждены рестрикционным анали-
зом, а также методами иФа и пцр. на основе этого 
штамма разработана живая рекомбинантная вакцина 
для профилактики гепатита в и натуральной оспы, 
лиофилизат для накожного применения [11]. 

при конструировании экспериментальной та-
блетированной формы вакцины на основе штамма 
«ревакс в3», адаптированного к куриным эмбрионам 
(кэ) пассажами на хорионаллантоисной оболочке 
(хао), обоснована принципиальная возможность 
пероральной иммунизации против гепатита в и па-
тогенных для человека ортопоксвирусов [12, 13]. 

целью работы явилось получение таблетиро-
ванной формы рекомбинантной вакцины «ревакс 
в3т» против гепатита в и патогенных для человека 
ортопоксвирусов для проведения клинических ис-
следований. 

материалы и методы

исследования проводили с использованием ре-
комбинантного вируса вакцины (штамм b7,5S2-S), 
в ген тимидинкиназы которого встроен фрагмент 
днк вируса гепатита в, кодирующий синтез белков 
HвsAg и pre-S2-Ag. в качестве основного проду-
цента биологического активного материала для про-
изводства использовали кэ 12-суточного возраста 
(куры породы «радонеж»).

для определения чувствительности кэ к виру-
су вакцины параллельно с определением специфи-
ческой активности испытуемого образца на той же 
партии кэ проводили титрование отраслевого стан-
дартного образца осо 42-28-113-о7п, полученно-
го из центра экспертизы и контроля мибп Фгбу 
«нцэсмп» минздравсоцразвития рФ (паспорт се-
рии № 130406).

для оценки качества полупродуктов и готовой 
продукции использовали утвержденные норматив-
ными документами вирусологические, микробиоло-
гические и физико-химические методы контроля.

наработку препарата рекомбинантной табле-
тированной вакцины «ревакс в3т» проводили на 
лицензированной производственной базе Фгбу «48 
цнии» минобороны россии по технологии, осно-
ванной на получении таблетированной эмбриональ-
ной живой оспенной вакцины «тэовак» и практи-
чески ей идентичной (промышленный регламент пр 
08534994-01-08) [14].

результаты и обсуждение

исследования в области пероральной иммуни-
зации свидетельствуют о том, что введение различ-
ных штаммов вируса вакцины (л-ивп, б-51 и др.) в 
дозе от 1,0·106 до 1,0·107 оспинообразующих единиц 
(оое) приводит к формированию полноценного им-
мунного ответа у людей, а также у чувствительных к 
вирусу вакцины лабораторных животных [4]. однако 
результаты изучения свойств рекомбинантных штам-
мов вируса вакцины, «ущербных» по тк-минус гену, 
свидетельствуют о более низкой, по сравнению с 
тк-плюс родительскими штаммами, реактогенности, 
нейровирулентности, и, как правило, более высокой 
дозе вируса, необходимой для индукции полноцен-
ного вакцинального процесса [15, 16]. согласно 
этим данным, иммунизирующая доза для реком-
бинантов вируса вакцины возрастает в среднем в 
10–100 раз, в зависимости от методики вакцинации. 
следовательно, для производства эффективной таб-
летированной вакцины необходимо получение био-
материала с повышенной концентрацией вируса.
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технологическая схема получения вакцины 
«ревакс в3т» состояла из следующих стадий: по-
лучение жидкого вируссодержащего материала, по-
лучение сухого вируссодержащего материала, при-
готовление таблеточной массы, приготовление гото-
вого препарата (таблеток жевательных), упаковка и 
маркировка готовой продукции.

для достижения сравнительных величин пока-
зателя специфической активности таблеток по ко-
личеству оспинообразующих единиц при вскрытии 
кондиционных инфицированных кэ в асептичес-
ких условиях использовали всю хао (партия 10), 
хао и плодики кэ (партия 11) и часть хао (зону 
с максимальной интенсивностью воспаления и пло-
щадью поражения – партия 12). анализ результатов 
технологического контроля оценки качества жидко-
го вируссодержащего материала, представленных в 
табл. 1, свидетельствует о том, что при одинаковой 
заражающей дозе штамма «ревакс в3» активность 
гомогената хао на порядок выше, по сравнению с 
гомогенатом хао и плодиков (партия 11), что может 
указывать на избирательность репродукции реком-
бинантного вируса вакцины в тканях и органах кэ 
в пользу хао. 

по полученным данным, для производства вак-
цины «ревакс в3т» целесообразно проводить отбор 
только хао, учитывая факт более сниженной репро-
дуктивной способности и иммуногенности у реком-
бинантного штамма, чем у родительского. поэтому 
наработка серий вакцины с активностью более 
3,0·106 OOE/табл., при активности жидкого вируссо-
держащего материала не выше 1,5·107 OOE/г и даже 
максимальном содержании сухого вируссодержаще-
го материала в таблеточной массе (30 %), потребует 
формирования таблеток массой более 1 г и диаметром 
15 мм и выше. это не отвечает требованиям норма-
тивной документации (диаметр таблеток до 12 мм). 

с учетом степени инактивации вируса при сублима-
ционном высушивании жидкого биопрепарата за счет 
изменения фазового состояния материала, активность 
сухого вируссодержащего материала 1,0·108 OOE/г 
и более, достигается при активности жидкого ви-
руссодержащего материала не менее 1,0·108 OOE/г. 
последнее возможно лишь при условии выделения из 
зараженных кэ только хао, желательно даже тех ее 
участков, где наблюдается максимальная интенсив-
ность скопления оспин. показатели качества партий 
10 и 12 жидкого вируссодержащего материала не вы-
ходят за пределы установленных нормативной доку-
ментацией требований. 

сухой вируссодержащий материал получали 
на сублимационной сушильной установке моде-
ли FD5518 фирмы «Skadi® Europe» (нидерланды). 
анализ результатов технологического контроля 
оценки качества полученных партий сухого вируссо-
держащего материала, приведенных в табл. 2, иллю-
стрирует то, что специфическая активность партий 
сухого вируссодержащего материала варьировала в 
пределах (3,2±0,1)·108 оое/г, что определяло воз-
можность их использования по данному показателю 
для приготовления серий таблеток с требуемой ак-
тивностью. 

согласно прописи, в состав таблетированного 
препарата «ревакс в3т» входят сухой вируссодержа-
щий материал до 30 % и ингредиенты наполнителя 
от 70 %. 

расчет приготовления таблеточной массы для на-
работки серий вакцины с требуемой активностью и па-
раметров таблеток при прессовании производили со-
гласно регламенту пр 08534994-01-08. приготовление 
таблеточной массы, прессование таблеток, их обе-
спыливание проводили на оборудовании, входящем 
в состав аппаратурно-технологической линии.

результаты операционного контроля процесса 

Таблица 1 / Table 1

результаты технологического контроля оценки качества жидкого вируссодержащего материала
The results of technological control of liquid virus-containing material quality assessment

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative 
requirements

результаты анализа* партий

Results of analysis* of batches

№ 10 № 11 № 12

инфицирующая доза, оое в 0,2 мл
Infectious Dose, PFU in 0.2 ml 1,0·104 – 1,0·105 3,9·104 3,6·104 4,5·104

специфическая активность жидкого вируссодержащего материала, оое/г
Specific activity of liquid virus-containing material, PFU/g ≥3,0·107 2,8·108 1,2·107 2,8·108

микробиологическая чистота:
Microbiological purity:

- содержание аэробных непатогенных бактерий, кое/г
  the content of aerobic non-pathogenic bacteria, CFU/g ≤1000 810 850 575

- содержание дрожжевых и плесневых грибов (суммарно), кое/г
  the content of yeast and mould content (total), CFU/g ≤100 <10 <10 <10

- содержание Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus
  the content of Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.
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приготовления таблеток и анализа проб (выборки), 
представленные в табл. 3, свидетельствуют о том, 
что качество наработанных серий препарата по всем 
показателям соответствует требованиям норматив-

ной документации. 
таким образом, на основании проведенных ис-

следований установлено, что технологический кон-
троль за процессом получения полуфабрикатов и го-

Таблица 2 / Table 2

результаты технологического контроля оценки качества сухого вируссодержащего материала
The results of the technological control of dry virus-containing material quality assessment

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative requirements

результаты анализа* партий

Results of analysis* of batches

№ 10 № 12

выход материала после сушки (по массе), процент
The yield after drying (by weight), percent ≥20,0 24,5 23,9

потеря в массе при высушивании, процент
Mass loss on drying, percent ≤3,0 2,8 2,6

специфическая активность сухого вируссодержащего материала, оое/г
The specific activity of the dry virus-containing material, PFU/g ≥3,0∙107 3,1∙108 3,3∙108

выход материала после сушки (по суммарной активности), процент
The yield after drying (total activity), percent ≥20,0 27,4 28,1

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.

Таблица 3 / Table 3

Показатели качества серий таблеток вакцины «ревакс В3Т»
Quality indicators of series of “Revax VZT” vaccine tablets

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative requirements 

результаты анализа* серии

Results of analysis* of series

№ 10 № 12

средняя масса, г 
Average weight, g

0,1000–1,0000 0,6366 0,3972

диаметр (Dт.), мм 
Diameter (Dt.), Mm 6–12 12 10

отклонение от средней массы, % 
Deviation from the average weight,%

- среднее (для таблеток массой 0,3 г и более) 
  average (for tablets weighing 0.3 g or more) ±5,0 2,6 3,8

- макс. превышение
  max. excess Max+ = 5,0 Max+ = 4,7

потеря в массе при высушивании, %
Mass loss on drying, % ≥3,0 1,8 2,0

прочность на истирание, %
Abrasion resistance, % ≥97,0 98,7 99,8

распадаемость, мин
Disintegration, min 30,0 25,0 22,0

микробиологическая чистота:
Microbiological purity:

- содержание аэробных непатогенных бактерий, кое/табл.
  the content of aerobic non-pathogenic bacteria, CFU/tablet ≥1000 566 200

- содержание дрожжевых и плесневых грибов (суммарно), 
кое/табл.
  the content of yeast and mould content (total), CFU/tablet

≥100 < 10 <10

- содержание Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus
  the content of Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

подлинность (содержание на хао кэ однотипных оспин диа-
метром от 0,5 до 3,0 мм), %
Authenticity ( presence of one type pock, 0,5–3,0 in diameter), %

100 100 100

специфическая активность выборки, оое/табл. 
Specific activity of the panel, PFU/tablet 1,0·106 – 4,0·107 2,7·107 2,4·107

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.
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товой продукции «ревакс в3т» продемонстрировал 
возможность использования имеющейся аттестован-
ной аппаратурно-технологической линии производ-
ства «тэовак» для наработки живых эмбриональ-
ных таблетированных оспенных вакцин по анало-
гичной технологии.

сниженная репродуктивная способность реком-
бинантного вируса вакцины (штамм «ревакс в3»), 
культивируемого в куриных эмбрионах обусловли-
вает целесообразность преимущественного исполь-
зования хорионаллантоисной оболочки в качестве 
субстрата накопления вирусной биомассы даже при 
получении вакцины с более низкой активностью.

для получения препарата «ревакс в3т» со специ-
фической активностью не менее 1,0·107 оое/табл. не-
обходим сухой вируссодержащий материал с актив-
ностью не менее 2,0·108 оое/г при сублимационном 
высушивании жидкого вируссодержащего материала 
с активностью не менее 1,0·108 OOE/г.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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