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цель работы – усовершенствование технологии концентрирования микробных клеток в производстве вак-
цины чумной живой, таблетки для рассасывания. материалы и методы. использовали вакцинный штамм 
Yersinia pestis еV линии нииэг. для глубинного выращивания нативной культуры чумного микроба применяли 
реактор биор-0,25 с автоматизированной системой управления. концентрат микробной взвеси получали мето-
дом микрофильтрации с применением установок асФ-009 и асФ-020. содержание живых микробных клеток 
определяли циторефрактометрическим методом. оценку устойчивости Y. pestis штамма еV к технологическим 
факторам осуществляли методом фотометрической регистрации изменений оптической плотности суспензии 
бактерий в процессе литической реакции клеток на воздействие додецилсульфата натрия. Физико-химические 
и иммунобиологические свойства вакцины чумной живой, таблетки для рассасывания, определяли в соответ-
ствии с Фс.3.3.1.0021.15 государственной фармакопеи российской Федерации XIV издания. результаты и  
обсуждение. конструктивные особенности внедренного оборудования позволили осуществлять концентрирова-
ние микробной суспензии методом мембранной фильтрации, используя в качестве емкости промежуточного хра-
нения реактор биор-0,25, что дало возможность исключить три технологические операции. общая концентра-
ция микробов в суспензии, полученной регламентным и усовершенствованным способами, составляла не менее  
150 млрд м.к./мл. различные гидродинамические режимы в рабочих полостях фильтрующих установок асФ-009 
и асФ-020 при концентрировании не повлияли на морфометрические свойства и устойчивость микробных куль-
тур к технологическим факторам. на основании экспериментальных данных составлен материальный баланс 
процесса мембранной фильтрации. выявлено, что выход концентрата с 1 л нативной культуры по усовершенство-
ванной технологии достигал 0,13 л, продолжительность процесса сократилась до 5 ч, а выход готового препарата 
за один производственный цикл увеличился в три раза. таким образом, усовершенствована технология концен-
трирования микробных клеток Y. pestis при производстве таблетированной формы чумной живой вакцины. 
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Abstract. The aim of the study was to improve the procedure for the Yersinia pestis EV strain cell concentration 
using the system for tangential flow microfiltration with the ASF-020 filter support unit. Materials and methods. The 
study used the vaccine Y. pestis EV strain derived from NIIEG cell line. Submerged cultivation of the native culture was 
performed using BIOR-0.25 reactor with automated control system. Microbial suspension concentrate was produced 
through microfiltration applying (Adaptive filtration system) AFS-009 and AFS-020 installations. The content of live 
microbial cells was determined by cytorefractometry. Assessment of the resistance of Y. pestis EV strain cells to techno-
logical factors was performed by photometric registration of changes in the optical density of bacterial suspension during 
the lytic response of cells to sodium dodecyl sulfate. Physical-chemical and immunobiological properties of the dry live 
plague vaccine were determined in accordance with the pharmacopoeial item.3.3.1.0021.15 of the State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation, 14th edition. Results and discussion. The design features of the equipment introduced made 
it possible to carry out membrane filtration of microbial suspension, using BIOR-0.25 reactor as an intermediate storage 
unit, thereby excluding three technological stages. The total concentration of microbes in the suspension obtained by rou-
tine and improved methods was more than 150 billion microbial cells per ml. A comparative study of the effect of various 
hydrodynamic regimes in the working cavities of AFS-009 and AFS-020 filter units did not significantly affect the mor-
phometric properties and resistance of microbial cultures to extreme (technological) factors. Based on the experimental 
data, the mass balance of the membrane filtration process has been determined. The optimized technology gave 0.13 
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в настоящее время специфическая профилакти-
ка чумы в российской Федерации осуществляется в 
соответствии с национальным календарем прививок 
по эпидемическим показаниям [1]. в случае чрезвы-
чайных ситуаций при необходимости проведения 
массовой вакцинации перспективной лекарствен-
ной формой, позволяющей быстро иммунизировать 
большое количество людей, является вакцина чум-
ная живая в виде таблетки для рассасывания [2, 3]. 
вакцина обладает высокой иммуногенностью и 
низкой реактогенностью, в качестве основного ком-
понента используется активная биологическая суб-
станция, представляющая собой лиофилизирован-
ную живую культуру вакцинного штамма чумного 
микроба Yersinia pestis еV линии нииэг.

одним из основных этапов в технологии про-
изводства таблетированной формы вакцины чумной 
живой является процесс приготовления микробной 
взвеси заданной концентрации. характеристики по-
лучаемой концентрированной микробной суспензии 
напрямую влияют на иммунобиологические свойства 
готовой формы препарата и технико-экономические 
показатели производства.

совершенствование технологической стадии 
концентрирования микробной культуры при про-
изводстве вакцинных препаратов является одним 
из направлений развития биотехнологии и требует 
свое временного аппаратурного переоснащения, ис-
пользования высокоэффективных технологических 
методов и современных конструкционных материа-
лов [4, 5].

ранее проведенные исследования позволили вне-
дрить в технологию производства таблетированной 
формы вакцины чумной живой комбинированный 
способ концентрирования микробных клеток [3]. он 
предусматривает первичное осаждение микробной 
взвеси вакцинного штамма в реакторе, накопление 
осадка в емкости промежуточного хранения и по-
следующее мембранное разделение на установке 
асФ-009. получение концентрата в рамках данной 
технологической стадии производства вакцины ха-
рактеризуется многооперационностью и продолжи-
тельностью до 21 ч. следствием комбинированного 
способа является малый выход концентрированной 
суспензии (0,04 л с 1 л нативной культуры). 

современный уровень развития биотехнологи-
ческого оборудования, в том числе для мембранно-
го разделения биологических продуктов, позволяет 
обеспечить увеличение выхода продукта с единицы 
объема полуфабриката при минимизации энергети-
ческих и временных затрат [4, 5]. 

кроме того, установка асФ-009 на сегодняш-
ний день не выпускается отечественными произво-
дителями и не представлена на рынке технологиче-
ского оборудования. мембранные кассетные модули 
с данной установки производятся в индивидуальном 
порядке, что требует дополнительных материальных 
затрат [6].

все перечисленное определяет актуальность ис-
следований, направленных на совершенствование 
способа получения микробной взвеси в технологии 
таблетированной формы чумной вакцины за счет ис-
пользования современного и более производитель-
ного оборудования.

цель работы – усовершенствование технологии 
концентрирования микробных клеток в производстве 
вакцины чумной живой, таблетки для рассасывания.

материалы и методы

в производстве препарата использовали вакцин-
ный штамм Y. pestis еV линии нииэг, разрешенный 
приказом минздрава ссср от 21.03.1960 № 118 для 
производства вакцины чумной живой (далее – штамм 
еV) [1]. Штамм получен из государственной коллек-
ции возбудителей бактериальных инфекций, исполь-
зуемых для разработки и оценки эффективности ме-
дицинских средств биологической защиты, филиала 
Фгбу «48 центральный научно-исследовательский 
институт» министерства обороны российской 
Федерации (г. киров).

для глубинного выращивания клеток Y. pestis 
еV применяли реактор биор-0,25 с системой авто-
матизированного управления процессом. концентрат 
микробной взвеси получали методом микрофильтра-
ции с применением установок асФ-009 и асФ-020. 
готовую форму вакцины получали путем прессова-
ния таблеточной массы, состоящей из смеси лиофи-
лизированной в среде высушивания живой культуры 
вакцинного штамма еV чумного микроба и вспомо-

liter yield of concentrate from 1 liter of native culture, and the process duration was reduced to 5 hours, the yield of the 
finished product in one production cycle was increased by 3 times. Thus, the process of concentrating Y. pestis EV strain 
cells during the production of the tablet form of live plague vaccine has been enhanced. A comparative study of the mor-
phometric properties and resistance of plague microbe cultures to technological factors in the process of their concentra-
tion using optimized technology did not reveal any significant differences as compared to the routine one. Technological 
stage of concentrating has been reduced to 5 h term with a three-fold increase in the yield of finished product. 

Key words: Yersinia pestis EV vaccine strain, live plague vaccine, live plague vaccine manufacturing technology, 
microbial suspension concentration, mass balance, and microfiltration.
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гательных веществ.
содержание живых микробных клеток опреде-

ляли циторефрактометрическим методом на микро-
скопе мби-6 с аноптральным контрастом и общим 
увеличением ×1350. содержание делящихся кле-
ток оценивали в фазовом контрасте на микроскопе 
«люмам и3». документирование и анализ размеров 
микробных клеток осуществлялся на микроскопе 
«биомед-4пр» с цифровой камерой Digital Camera 
DSM 900 [7]. общую концентрацию чумных микро-
бов штамма еV в суспензии определяли по отрасле-
вому стандартному образцу мутности бактериаль-
ных взвесей 10 международных единиц (ме), экви-
валентной 0,95·109 м.к./мл чумного микроба.

для прогнозирования устойчивости клеток 
чумного микроба штамма еV к экстремальным тех-
нологическим факторам стадии концентрирования 
использовали метод фотометрической регистрации 
изменений оптической плотности в процессе лити-
ческой реакции клеток на воздействие дсн [8].

Физико-химические и иммунобиологические 
свойства вакцины определяли в соответствии с 
Фс.3.3.1.0021.15 «вакцина чумная живая, таблетки 
для рассасывания».

испытания специфической безопасности и им-
муногенности вакцины проводили на лабораторных 
животных. эксперименты проводили на морских 
свинках массой (275±25) г и на белых нелинейных 
мышах массой (19±1) г. в работе использовали здо-
ровых животных, полученных из питомника филиала 
Фгбу «48 центральный научно-исследовательский 
институт» министерства обороны российской Фе-
дерации (г. киров). морских свинок и белых нели-
нейных мышей выдерживали на стандартном раци-
оне с достаточным количеством воды в течение 10 
дней. дальнейшие эксперименты на животных про-
водили в соответствии с директивой № 2010/63/ ес 
европейского парламента и совета европейского 
союза от 22.09.2010 «о защите животных, исполь-
зующихся для научных целей».

материальный баланс стадии приготовле-
ния концентрированной микробной суспензии со-
ставляли согласно требованиям ост 64-02-003-
2002 «продукция медицинской промышленности. 
технологические регламенты производства. содер-
жание, порядок разработки, согласования и утверж-
дения». расчет выполняли на основании методики, 
представленной в практикуме по технологии лекар-
ственных форм [9].

достоверность результатов при принятой р≤0,05 
оценивали по критерию стьюдента [10].

результаты и обсуждение

на первоначальном этапе исследований процесс 
концентрирования глубинной культуры вакцинного 
штамма еV чумного микроба осуществляли соглас-
но промышленному регламенту, включающему сле-
дующие технологические операции:

- предварительное осаждение биомассы в био-
реакторе биор-0,25 продолжительностью 6 ч;

- отбор накопленного осадка и седиментация в 
емкости промежуточного хранения в течение 8 ч при 
температуре от 4 до 8 °с;

- концентрирование осадка микробной взвеси 
на протяжении 7 ч способом микрофильтрации на 
установке асФ-009. 

микрофильтрационная установка оснащалась 
пятью мембранными модулями из полипропилена с 
размером пор 0,2 мкм и площадью поверхности филь-
трации 0,1 м2 каждый. разделение проводили в темпе-
ратурном интервале от 18 до 22 °с. общая концентра-
ция чумных микробов штамма EV в суспензии после 
концентрирования составляла 150 млрд м.к./мл.

на следующем этапе исследований осуществле-
на попытка внедрения установки асФ-020 в техно-
логический процесс концентрирования биомассы 
чумного микроба. ее конструктивные особенности 
позволили осуществить мембранную фильтрацию с 
использованием в качестве емкости промежуточного 
хранения полуфабрикатов сам реактор биор-0,25. 
для микрофильтрации использовались восемь мем-
бранных модулей из полиэфирсульфона с размером 
пор 0,2 мкм. общая площадь фильтрующей поверх-
ности составляла 5,6 м2. продолжительность баро-
мембранного процесса не превышала 5 ч при темпе-
ратуре от 15 до 18 °с. общая концентрация микро-
бов в суспензии после концентрирования составляла 
не менее 150 млрд м.к./мл.

движущей силой при тангенциальной филь-
трации микробной суспензии является перепад 
давлений, который создается насосными агрегата-
ми установки. в установке асФ-009 использует-
ся перистальтический насос, а установка асФ-020 
оснащена высокопроизводительным герметичным 
центробежным насосом. следует также учитывать, 
что гидродинамические характеристики мембран-
ного оборудования способны оказывать воздействие 
на микробные клетки и влиять на их жизнеспособ-
ность в процессе концентрирования [11]. в связи с 
этим дальнейшие исследования целесообразно было 
направить на сравнительное изучение влияния кон-
структивных особенностей мембранных установок 
на показатели, характеризующие качество полуфа-
брикатов и готовых препаратов. в микробных куль-
турах оценивали содержание клеток (живых и де-
лящихся) и анализировали параметры их линейных 
размеров. для определения морфологических пока-
зателей чумного микроба штамма EV использова-
ли микроскопические методы исследований [7, 12]. 
полученные результаты приведены в табл. 1.

результаты исследований показали, что содер-
жание живых и делящихся микробных клеток в на-
тивной культуре выше, чем в микробном концентра-
те. этот факт объясняется дефицитом питательного 
субстрата, возникшим в результате концентрирова-
ния клеток способом микрофильтрации [3, 7, 12]. 

содержание живых клеток в микробных суспен-
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зиях оставалось достаточно высоким и практически 
не зависело от метода концентрирования. линейные 
размеры микробных клеток в нативной культуре не-
значительно отличались от размеров клеток в кон-
центрированных микробных суспензиях.

важным является исследование тестирования 
бактериальной популяции воздействием специфиче-
ской литической добавки дсн. нарастание лизиса 
клеток за счет солюбилизации белково-липидных 
комплексов их мембран свидетельствует о наличии 
в суспензии бактерий с нарушенной защитной функ-
цией оболочек, неустойчивых к «технологическому 
стрессу» на последующих стадиях приготовления 
вакцины. этот метод позволяет судить об изменении 
состояния клеток под воздействием «стрессовых» 
факторов на этапах производства чумной вакци-
ны [8]. результаты показаны в табл. 2.

представленные в табл. 2 результаты свидетель-
ствуют, что прогнозируемая устойчивость клеток 
чумного микроба штамма EV к неблагоприятным 
факторам концентрирования на двух установках не 
имеет существенных различий. 

на заключительном этапе экспериментальной 
работы нами приготовлены образцы вакцины чум-
ной живой, таблетки для рассасывания, и проведена 
сравнительная оценка показателей качества препа-
ратов на соответствие требованиям нормативной до-
кументации. результаты проведенных исследований 
представлены в табл. 3.

результаты исследований показали, что вакци-
на чумная живая, таблетки для рассасывания, про-
изведенная по усовершенствованной технологии, 
отвечает требованиям нормативной документации 
и сохраняет свои свойства по истечении срока год-
ности (1 год). при этом полученный препарат имеет 
лучшие показатели по содержанию живых микробов 
и микробиологической чистоте. 

такую разницу в количестве живых микробов в 
таблетке можно объяснить существенным сокраще-
нием продолжительности (с 21 ч до 5 ч) усовершен-
ствованного этапа концентрирования. в свою оче-
редь содержание непатогенных микроорганизмов в 
вакцине снижается за счет уменьшения числа техно-
логических операций (с трех до одной) при получе-

Таблица 1 / Table 1

характеристика морфометрических показателей клеток Y. pestis штамма EV до и после концентрирования (X̅±I95, n=5)
Morphometric parameters of Y. pestis EV strain cells before and after concentration (X̅±I95, n=5)

исследуемая культура
Tested culture

содержание клеток, %
Cell content, %

линейные размеры клеток, мкм
Linear dimension of cells, µm

живых
live cells

делящихся
dividing cells 

длина
length

диаметр
diameter

микробная культура, выращенная в реакторе биор-0,25 
Microbial culture cultivated in BIOR-0.25 reactor 94,8±1,7 7,0±3,9 1,81±0,09 0,75±0,04

микробная суспензия, полученная методом
Microbial suspension obtained using the method

регламентным
routine 83,1±3,3 4,3±2,2 1,78±0,12 0,73±0,04

усовершенствованным
improved 90,5±4,5 4,2±2,6 1,75±0,10 0,68±0,03

Таблица 2 / Table 2

сравнительная оценка показателей устойчивости клеток Y. pestis штамма EV к технологическим факторам  
при различных методах концентрирования

Comparative assessment of the resistance of Y. pestis EV strain cells to technological factors when using different concentration methods

исследуемый показатель качества, единица измерения
The studied quality indicator, unit of measurement

микробная суспензия, полученная методом
Microbial suspension obtained by the method

регламентным
routine

усовершенствованным
improved

общее содержание микробных клеток, млрд м.к./мл
Total content of microbial cells , bln mc/ml 150,0 150,0

содержание живых микробных клеток, млрд ж. м.к./мл
Content of live microbial cells , bln live mc/ml 118,9 120,3

резистентность клеток к воздействию дсн, соответствующая концентрации детергента,  
вызывающего 50 % лизис клеток в суспензии, моль
Cell resistance to SDS, matching the concentration of detergent that  
causes 50% cell lysis in suspension, mol

5,6 5,7

прогнозируемая (расчетная) устойчивость бактерий, %
Predicted (calculated) resistance of bacteria, % 56,8 57,1

примечание :  в таблице представлены данные средней величины трех измерений.

No te :  the table presents the median values of three measurements.
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нии требуемой концентрации микробных клеток.
одной из наиболее значимых характеристик лю-

бого производства, позволяющей оценить эффектив-
ность технологии, как в целом, так и по отдельным 
стадиям, является материальный баланс [9].

результаты сравнительной оценки материально-
го баланса на этапе приготовления концентрирован-
ной микробной суспензии в производстве вакцины 
чумной живой, таблетки для рассасывания, пред-
ставлены в табл. 4. приготовленный из 1 л натив-
ной культуры чумного микроба штамма EV объем 
концентрата при использовании асФ-020 достигал 
величины 0,13 л. данный показатель в три раза пре-
высил объем получаемого продукта по сравнению с 
регламентной технологией. продолжительность про-
цесса концентрирования сократилась до 5 ч. выход 
готовой формы препарата за один производственный 

цикл увеличился с 3376 до 10124 человеко-доз.
сравнительное изучение морфометрических 

свойств и устойчивости культур Y. pestis штамма еV 
к экстремальным факторам концентрирования по 
регламентной и усовершенствованной технологии 
не выявило существенных отличий. показано, что 
чумная вакцина в форме таблетки для рассасывания, 
приготовленная из концентратов микробных клеток, 
полученных на установке асФ-020, удовлетворяет 
требованиям нормативной документации и сохраня-
ет свои свойства на протяжении срока годности. при 
этом она имела более высокие показатели по содер-
жанию живых микробов и микробиологической чи-
стоте. проведенные исследования позволили реали-
зовать данные технологические решения на стадии 
концентрирования микробной взвеси в производстве 
вакцины чумной живой, таблетки для рассасывания. 

Таблица 3 / Table 3

характеристика основных показателей качества образцов вакцины чумной живой, таблетки для рассасывания (X̅±I95, n=5)
Quality indicators for orodispersible plague live vaccine tablets (X̅±I95, n=5)

наименование показателя качества, 
единица измерения

Quality indicator, unit of measurement

требования нормативной  
документации

Requirements of normative  
documentation

результаты оценки вакцины, полученной по технологии
Results of assessment of the vaccine obtained through method

регламентной
routine

усовершенствованной
improved

на момент  
приготовления
at the moment  
of preparation

по истечении срока 
годности (1 год)

upon expiration date  
(1 year)

на момент 
 приготовления
at the moment  
of preparation

по истечении срока 
годности (1 год)

upon expiration date  
(1 year)

распадаемость
Disintegration

таблетка должна распадаться  
в течение 15 мин

The tablet must be dispersed  
within 15 minutes term

13,9±0,9 14,1±0,7 13,2±0,8 13,6±0,8

средняя масса, г
Average mass

от 0,6 до 1,0
Ranging 0,6–1,0 0,823±0,05 0,922±0,04 0,892±0,03 0,91±0,02

истираемость таблеток, % 
Friability of tablets, %

3,0, не более
3.0, but not more 2,0 2,1 2,0 2,1

рн растворенного препарата, ед. рн 
pH of the dissolved preparation,  
pH units

от 6,8 до 7,4
Ranging 6,8–7,4 6,9 6,9 6,9 6,9

потеря в массе при высушивании, %
Mass loss on drying

10,0, не более
10.0, not more 6,5±0,2 6,6±0,2 6,4±0,2 6,5±0,2

микробиологическая чистота
Microbiological purity

таблетка может содержать  
не более 1·103 м.к.  

непатогенных микроорганизмов
Tablet can contain  

≤ 1·103 microbe cells 
of non-pathogenic microorganisms

185±21 174±21 155±25 139±25

специфическая безопасность
Specific safety

вакцина должна быть  
специфически безопасной

Vaccine must be specifically safe
вакцина специфически безопасна

Vaccine is specifically safe

содержание живых микробных  
клеток в таблетке, млрд ж. м.к.
Content of live microbial cells  
in a tablet, bln live microbe cells

от 30 до 50
Ranging 30–50 40,3±6,2 38,1±1,8 47,8±6,3 45,8±5,3

иммуногенность
Immunogenicity

ED50 для морских свинок  
не должна превышать 

1·104 ж. м.к.
ID50 for Guinea pigs should not 
exceed 1·104 live microbe cells

4238 4165 3694 3856

ED50 для белых мышей  
не должна превышать  

4·104 ж. м.к.
ID50 for white mice should not 
exceed 1·104 live microbe cells

10366 10488 9968 10124
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усовершенствование процесса концентриро-
вания позволило увеличить выход микробной взве-
си с единицы объема нативной культуры чумного 
микроба в три раза, сократить продолжительность 
технологической стадии в четыре раза и увеличить 
количество таблеток (человеко-доз) в одной произ-
водственной серии в три раза.
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