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цель работы – оценка степени контаминации холерной химической вакцины на этапах приготовления и 
определение путей ее снижения. материалы и методы. в работе использовали жидкие и лиофилизирован-
ные компоненты холерной химической вакцины: холероген-анатоксин и о-антигены штаммов Vibrio cholerae 
569в и Vibrio cholerae м-41, а также вспомогательные вещества (сахароза, тальк, кальция стеарат, крахмал). 
гранулирование осуществляли на аппарате, работающем по принципу псевдоожиженного слоя, GPCG 2 фир-
мы GLATT (германия). последующее таблетирование смеси проводили с помощью пресса MiniTabT фирмы 
LUXNER (германия). проведены исследования по оценке показателя «микробиологическая чистота» на стадиях 
изготовления холерной химической вакцины, таблеток, покрытых кишечнорастворимой оболочкой. наличие или 
отсутствие роста микроорганизмов на чашках петри с питательными средами оценивали визуально. результаты 
и обсуждение. выявлена динамика изменения микробной загрязненности на отдельных технологических ста-
диях производства вакцины. показано, что растворы антигенов в процессе выделения подвержены микробной 
контаминации, что связано с использованием при осаждении антигенов сульфата аммония и нестерильной воды 
на стадии диализа. стерильность полуфабрикатов достигалась двухэтапной фильтрацией холерогена-анатоксина 
и стерилизацией о-антигенов V. cholerae 569в и V. cholerae м-41 текучим паром при (100±1) °с в течение 30 мин. 
для снижения микробной контаминации на технологической стадии гранулирования установлены дополнитель-
ные фильтры тонкой очистки в системе подачи воздуха. далее провели сравнительное определение микробиоло-
гической чистоты серий вакцины, полученных методами прямого прессования и с предварительным гранулиро-
ванием. экспериментально показано, что применение гранулирования компонентов таблеточной смеси холерной 
вакцины приводит к снижению уровня бактериальной контаминации и улучшает показатели микробиологиче-
ской чистоты в готовой лекарственной форме.
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Abstract. Objective of the study was an assessment of the degree of contamination of cholera chemical vaccine at 
the stages of preparation and determination of the ways to reduce it. Materials and methods. Liquid and lyophilized 
components of the cholera chemical vaccine used in the study: cholerogen-anatoxin and O-antigens of Vibrio cholerae 
569B and V. cholerae M-41 strains, as well as auxiliary substances (sucrose, talc, calcium stearate, starch). Granulation 
was carried out in a device that works on a fluidized bed principle, GPCG 2 (GLATT, Germany). Subsequent tabletizing 
of the mixture was performed using MiniTabT compression machine (LUXNER, Germany). Studies were conducted on 
the evaluation of “microbiological purity” at the stages of manufacturing of the cholera chemical vaccine, tablets coated 
with an enteric coating. Positive or negative growth of microorganisms on Petri dishes with nutrient media was deter-
mined on visual inspection. Results and conclusions. The dynamics of changes in microbial contamination at certain 
technological stages of vaccine production has been revealed. It is shown that the solutions of antigens in the process of 
separation are subject to microbial contamination which is associated with the use of ammonium sulfate during precipi-
tation and non-sterile water at the stage of dialysis. Sterility of semi-finished products has been achieved through two-
phase filtration of choleragen-anatoxin and sterilization of O-antigens of V. cholerae 569B and V. cholerae M-41 strains 
with flowing steam at (100±1) °C for 30 minutes. In order to decrease microbial contamination at the stage of granulation 
additional fine filters were installed in the air-supply system. Further on comparative assessment of microbial purity of 
vaccine batches obtained using both, direct compression and preliminary granulation, was carried out. It has been experi-
mentally demonstrated that granulation of the components of a tablet mixture of cholera vaccine leads to a decrease in 
the level of bacterial contamination and improves the microbiological purity of the finished dosage form.
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в связи с эпидемиологической ситуацией по хо-
лере в россии и в мире существует необходимость 
ее специфической профилактики [1–4]. в 2001 г. в 
россии вакцинация против холеры включена в ка-
лендарь профилактических прививок по эпидеми-
ческим показаниям (приказ минздрава россии от 
27.07.2001 № 229). холерная химическая вакцина, 
разработанная в роснипчи «микроб» и лицензи-
рованная на территории россии, представляет собой 
смесь лиофилизированных холерогена-анатоксина 
и о-антигенов, полученных из инактивированных 
формалином бульонных культур холерных вибрио-
нов о1 серогруппы, – Vibrio cholerae 569в класси-
ческого биовара серовара инаба и V. cholerae м-41 
классического биовара серовара огава [5]. 

процесс приготовления холерной химической 
вакцины является сложным и многостадийным. на 
первом этапе проводится культивирование штаммов 
V. cholerae с целью получения антигенов; далее сле-
дует выделение иммуногенов; стерилизация жидких 
специфических антигенов; получение лиофильно 
высушенных антигенных фракций; стерилизация и 
смешивание компонентов таблеточной смеси, табле-
тирование путем прямого прессования или с пред-
варительным гранулированием, покрытие таблетки 
кишечнорастворимой оболочкой согласно норматив-
ной документации на вакцину. в качестве вспомога-
тельных веществ используются следующие напол-
нители: сахароза, крахмал, тальк, кальций стеарат. 
в качестве кишечнорастворимой оболочки исполь-
зовали ацетилфталилцеллюлозу. 

многостадийность технологии производства и 
многокомпонентность таблеток вакцины обусловли-
вают возможность контаминации препарата посто-
ронней микрофлорой, что требует контроля на каж-
дой стадии, уменьшение рисков контаминации вак-
цины позволит улучшить ее качество [6, 7]. решение 
проблемы микробиологической чистоты таблеточ-
ной смеси на этапах получения готовой лекарствен-
ной формы вакцины является актуальным [8]. 

целью данной работы явилась оценка степени 
контаминации вакцины на этапах приготовления и 
определение путей ее снижения.

материалы и методы

в работе использовали жидкие и лиофилизиро-
ванные компоненты холерной химической вакцины: 
холероген-анатоксин и о-антигены, полученные из 
инактивированных формалином бульонных культур 
холерных вибрионов V. cholerae 569 в классического 
биовара серовара инаба и V. cholerae м-41 о1 серо-

группы классического биовара серовара огава; в ка-
честве вспомогательных веществ применяли сахаро-
зу, тальк, кальция стеарат, крахмал картофельный.

гранулирование компонентов вакцины про-
водили на грануляторе, работающем по принципу 
псевдоожиженного слоя, GPCG 2 фирмы GLATT 
(германия). таблетирование осуществляли на табле-
точном прессе MiniTabT (германия). 

оценку качества вакцины по показателю «мик-
робиологическая чистота» осуществляли в соответ-
ствии с гФ XIV [9]. микробиологическую чистоту 
определяли в смеси, приготовленной при растирании 
в ступке 5 таблеток вакцины в 20 мл 0,9 % раство-
ра натрия хлорида. полученную смесь в количестве 
по 0,2 мл высевали на 5 чашек петри с мясопептон-
ным агаром, содержащим (4±1) % крови и 10 чашек 
с мясопептонным агаром. 1 мл смеси высевали в 
50 мл 10 % желчного бульона. посевы выдержива-
ли в течение 48 ч при температуре (37±1) °с. через 
48 ч пробы с желчного бульона в количестве 0,2 мл 
высевали на 5 чашек петри с агаром эндо и выдер-
живали в течение 48 ч при (37±1) °с. наличие или 
отсутствие роста микроорганизмов на чашках петри 
с питательными средами оценивали визуально.

результаты и обсуждение

оценка степени контаминации антигенов и 
вспомогательных материалов на этапах приготовле-
ния вакцины до и после стерилизации стала первым 
этапом нашей работы. согласно способу получения 
пероральной химической вакцины стерилизацию 
термостабильного о-антигена перед сублимацией 
проводили текучим паром при (100±1) °с в течение 
30 мин, а холерогена-анатоксина – стерилизующей 
фильтрацией. в лиофилизированных фракциях опре-
деляли содержание антигенов и конструировали таб-
летки. предварительно вспомогательные вещества 
(сахар, крахмал, тальк) стерилизовали во флаконах 
объемом 200 мл в сухожаровом шкафу при темпера-
туре (120±2) °с в течение 20 мин. 

на анализ брали количество вещества, экви-
валентное одной таблетке вакцины. в результате 
определения количества условно-патогенных ми-
кроорганизмов в образцах вспомогательного сырья 
(сахароза, крахмал, тальк, кальция стеарат) выявле-
на низкая микробная загрязненность компонентов 
(наибольшее количество кое содержали образцы 
сахарозы – (78±7)). обработка вспомогательно-
го сырья в сухожаровом шкафу при температуре 
(120±2) °с в течение 20 мин приводила к получе-
нию стерильных образцов.
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в большей степени контаминации были подвер-
жены растворы антигенов в процессе выделения, что 
связано с использованием на стадии осаждения несте-
рильного сульфата аммония и нестерильной воды на 
стадии диализа. так, образцы холерогена-анатоксина 
до стадии стерилизации содержали (740±28) кое 
условно-патогенных микроорганизмов, образцы 
о-антигенов инаба и огава – (348±20) кое. следует 
отметить, что разработанные методы стерилизации 
растворов антигенов, в том числе двухэтапная филь-
трация холерогена-анатоксина, приводят к получе-
нию стерильных полуфабрикатов. таким образом, 
антигены вакцины и вспомогательные компоненты к 
процессу таблетирования были стерильны. 

далее нами изготовлены серии вакцины с ис-
пользованием метода прямого прессования и предва-
рительного гранулирования для получения таблеток. 
в соответствии с нормативной документацией во 
время технологического процесса смеситель, грану-
лятор, вибропривод, таблеточный пресс и установку 
для нанесения покрытия на таблетки обрабатывали 
96° спиртом. после таблетирования производили на-
несение ацидорезистентного покрытия в дражиро-
вочном котле. 

в процессе приготовления таблеток методом 
прямого прессования в смеситель помещали сначала 
вспомогательные компоненты вакцины и тщательно 
перемешивали в течение 15 мин. далее прибавляли 
небольшими порциями 2,5 % раствор крахмального 
клейстера при постоянном перемешивании. после 
этого к смеси добавляли специфические компо-
ненты (лиофилизированные холероген-анатоксин и 
о-антигены инаба и огава) в рассчитанных коли-
чествах и тщательно перемешивали в течение 10–
15 мин. полученную смесь высушивали в термоста-
те, периодически перемешивая в течение 30–60 мин 
при температуре (35±2) °с, затем смесь таблетиро-
вали. результаты определения бактериальной конта-
минации пяти серий готовой лекарственной формы, 
полученной методом прямого прессования, показа-
ли, что количество кое непатогенной микрофлоры 
в среднем составляло (187,2±15) на таблетку. в со-
ответствии с установленными требованиями в гото-
вой лекарственной форме не допускается наличие 
патогенной микрофлоры и регламентируется нали-
чие непатогенной микрофлоры (не более 1·103 коло-
ний) [9]. 

далее были изготовлены пять серий вакцины 
с предварительным гранулированием компонен-
тов. приготовление гранул проводили на аппарате 
GPCG 2 LabSystem, в котором процесс гранулиро-
вания материалов производится методом псевдоо-
жиженного слоя с подачей связующего вещества 
сверху [10]. как известно из литературы [6], на ста-
дии гранулирования фактором риска является пода-
ча нестерильного воздуха. для снижения микробной 
контаминации на данной технологической стадии 
установили дополнительные фильтры тонкой очист-

ки в системе подачи воздуха и проводили обработку 
спиртом фильтра для таблеточной смеси гранулято-
ра. далее определяли микробиологическую чистоту 
полученных серий. результаты определения бакте-
риальной контаминации пяти серий готовой лекар-
ственной формы, полученной методом предвари-
тельного гранулирования, показали, что количество 
кое непатогенной микрофлоры в среднем составля-
ло (112,8±12). 

в результате проведенной работы показано, что 
таблетки вакцины, полученные методом предвари-
тельного гранулирования компонентов таблеточ-
ной смеси, имеют значительно лучшие показатели 
микробиологической чистоты. установка дополни-
тельных фильтров тонкой очистки в системе подачи 
воздуха на данной технологической стадии привела 
к снижению уровня бактериальной контаминации 
таблеток.

таким образом, введение дополнительного 
оборудования в технологическую схему получения 
вакцины не привело к повышению микробиологи-
ческого загрязнения. точное выполнение методов 
стерилизации, улучшение технологических схем по-
лучения препарата позволяют получать иммунобио-
логические лекарственные препараты надлежащего 
качества.
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