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иЗучение влияния ЭкСПериментальнЫХ оСнов  
на роСтовЫе качеСтва жидкиХ ПитательнЫХ Сред  

для ГлуБинноГо культивирования вакцинноГо штамма чумноГо микроБа
ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

цель исследования – изучить влияние экспериментальных основ на ростовые качества жидких питатель-
ных сред на этапе получения биомассы вакцинного штамма чумного микроба глубинным методом. материалы  
и методы. в работе использовали вакцинный штамм Yersinia pestis EV линии нииэг. выращивание проводили 
в биореакторе объемом 5 л с автоматической регулировкой мешалки. использовали 28 вариантов питательных 
сред, полученных путем комбинации пяти видов основ и шести стимуляторов роста. в качестве контрольных 
использовали питательные среды без добавления ростостимулирующих добавок. в полученной биомассе иссле-
довали параметры: общее количество микробных клеток, рн, процент живых микробных клеток. результаты  
и обсуждение. на экспериментальных питательных средах методом глубинного культивирования получены био-
массы вакцинного штамма чумного микроба. после исследования бактериальных взвесей по основным показа-
телям проведено сравнение качества полученных суспензий в зависимости от используемой питательной среды. 
определены наиболее перспективные основы: панкреатический гидролизат казеина с пептоном сухим фермен-
тативным и кислотный гидролизат кукурузной патоки, особенно в сочетании с такими стимуляторами роста, как 
сульфит натрия, соль мора или молибденовокислый аммоний.
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Abstract. The aim of the study was to investigate the effect of experimental bases on the growth qualities of liquid 
nutrient media at the stage of obtaining the biomass of plague microbe vaccine strain using submerged cultivation. 
Materials and methods. Yersinia pestis EV NIIEG vaccine strain was used in the work. The cultivation was carried out 
in a 5 L bioreactor with automatic stirrer control. We used 28 variants of nutrient media obtained through combining five 
types of bases and six growth stimulants. Nutrient media without the addition of growth-stimulating additives were used 
as controls. The following parameters were assessed in the yield biomass: the total number of microbial cells, pH, the 
percentage of viable microbial cells. Results and discussion. On experimental nutrient media, biomasses of the plague 
microbe vaccine strain have been produced using submerged cultivation. After evaluating bacterial suspensions by the 
main indicators, the quality of the obtained suspensions has been compared depending on the nutrient medium used. The 
most promising bases identified are pancreatic hydrolyzate of casein with dry enzymatic peptone and acid hydrolyzate 
of corn syrup, especially in combination with such growth stimulants as sodium sulfite, ferrous ammonium sulfate or 
ammonium molybdate.
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для производства лекарственного препарата 
вакцины чумной живой продуктивным и техноло-
гичным методом получения биомассы, позволяю-
щим управлять процессом, является глубинное куль-
тивирование на жидких питательных средах [1, 2]. 

технология выпускаемого в настоящее время 
препарата чумной вакцины состоит из четко регла-
ментированных этапов, одним из которых является 
поверхностное культивирование на плотной пита-
тельной среде в ферментере (акм-Ш) в течение 
(48±2) ч. ранее в производстве использовали также 
метод глубинного культивирования на бульонных 
питательных средах в реакторе, однако сложность 
обслуживания оборудования в процессе выращива-
ния (коррекция параметров оператором вручную, 
постоянный отбор проб) способствовала исключе-
нию способа из биотехнологического процесса.

использование ферментеров нового поколе-
ния позволяет стандартизировать условия промыш-
ленного культивирования в бульоне, возможность 
автоматической коррекции параметров процесса 
обеспечивает высокую производительность наряду 
с возможностью управления кинетикой роста попу-
ляции [2–4]. культивирование биомассы глубинным 
способом в ферментере проводится с аэрированием 
бульона, постоянным его барботированием и перио-
дическим введением раствора глюкозы в качестве 
подкормки. важным фактором улучшения произво-
дительности процесса является питательная среда 
для культивирования, которая обеспечивает микро-
организмы необходимыми для роста и размножения 
белками, макро- и микроэлементами [5–7].

в настоящее время среды из ферментативно-
го гидролизата хоттингера используются в произ-
водстве вакцины для получения генераций чумного 
микроба, накопления биомассы и выпускающего 
контроля [8, 9]. однако среда на основе мяса, даже 
при полном соответствии ее качественных параме-
тров существующим нормам, не всегда обеспечива-
ет достаточное количество получаемой биомассы. 
поэтому исследования в области подбора, изготов-
ления и применения новых питательных сред, позво-
ляющих увеличить конечный выход продукта, всегда 
актуальны.

известно, что чумной микроб не предъявляет 
строгих требований ни к условиям культивирования, 
ни к питательным средам, но активно реагирует на 
наличие в среде стимуляторов роста. при этом влия-
ние того или иного стимулятора или группы стиму-
ляторов на рост чумного микроба зависит от приро-
ды белковой основы питательной среды [10].

в качестве основ питательных сред для выра-
щивания чумного микроба предлагались гидроли-
заты различных субстратов: казеина, сои, кукурузы, 
рыбы, дрожжей и прочих – как животного, так и рас-

тительного происхождения [11–14]. литературные 
данные о стимуляторах роста микроорганизмов 
также многочисленны [15–22]. модифицированные 
питательные среды с использованием нетрадици-
онных основ в совокупности со стимулирующими 
компонентами могут способствовать наращиванию 
достаточных объемов бактериальной массы с со-
хранением культуральных и биохимических свойств 
микроорганизма. подбор эффективных питательных 
сред является подготовительным этапом планируе-
мого возвращения в производство чумной вакцины 
глубинного аппаратного культивирования и может 
выполняться до начала мероприятий по переносу 
стадии разработки в промышленное производство. 

для отработки биотехнологии производства 
вакцины чумной живой с использованием глубинно-
го культивирования необходимо изучение ростовых 
качеств жидких питательных сред с ростостимули-
рующими добавками, способствующих получению 
бактериальной массы, не уступающей по качеству 
полученной на плотных средах в акм-Ш.

цель исследования – изучить влияние экспери-
ментальных основ на ростовые качества жидких пи-
тательных сред на этапе получения биомассы вакцин-
ного штамма чумного микроба глубинным методом.

материалы и методы

в работе использовали вакцинный штамм 
Yersinia pestis EV линии нииэг из коллекции пато-
генных микроорганизмов Фкуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут» роспотребнадзора (депонирован в гкпм III–IV 
групп патогенности Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии под № 910301).

в опыте использовали 28 вариантов питатель-
ных сред, полученных путем комбинации пяти видов 
основ и шести стимуляторов роста. перед использо-
ванием все питательные среды контролировали по 
физико-химическим и биологическим показателям 
в соответствии с му 3.3.2.2124-06 «контроль диа-
гностических питательных сред по биологическим 
показателям для возбудителей чумы, холеры, сибир-
ской язвы, туляремии, бруцеллеза, легионеллеза». 
приготовление и контроль сред проводили в лабора-
тории питательных сред ставропольского противо-
чумного института. 

в качестве контрольных использовали пита-
тельные среды без добавления ростостимулирую-
щих добавок (только основы со стабилизирующими 
компонентами). 

выращивание проводили в биореакторе 
BIOSTAT A (SARTORIUS, германия) объемом 5 л 
с автоматической регулировкой мешалки. для за-
сева использовали посевную культуру, изготовлен-
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ную путем последовательных пересевов на этапах 
I, II и III генерации вакцинного штамма согласно 
промышленному регламенту на производство вакци-
ны чумной живой пр 01897080-09-16, при этом по-
севная доза составляла не менее 20 млн м.к. на 1 мл 
питательной среды. культивировали 16–18 ч при 
(27±1) °с, непрерывной аэрации, подкормке 40 % 
раствором глюкозы. величину рн поддерживали на 
уровне 7,0–7,4. через 10 ч выращивания и в после-
дующем каждые 2 ч отбирали пробы для определе-
ния количества микробных клеток. при наступлении 
стационарной фазы (прекращение нара стания опти-
ческой концентрации микробной взвеси и сохране-
ние рн на одном уровне) процесс культивирования 
останавливали.

каждый вариант опыта проводили в трехкрат-
ном повторе.

в полученной биомассе определяли количество 
микробных клеток по отраслевому стандартному об-
разцу мутности 10 единиц соответствующего года 
выпуска (регламентируемый показатель – не менее 
50 млрд/мл), рн (регламентируемый показатель – от 
6,8 до 7,8), процент живых микробных клеток (рег-
ламентируемый показатель – не менее 25,0 %). 

статистический анализ проводили с использо-
ванием пакета прикладных программ Statistica 6.0. 
для выявления статистической значимости различий 
результатов использовали t-критерий стьюдента. 
различия считались достоверными при р≤0,05.

результаты и обсуждение

использование компонентов питательных сред 
в различных вариантах позволило провести оценку 
их сочетанного влияния на качественные характери-
стики полученных биомасс. в качестве основы ис-
пользовали один из следующих компонентов: фер-
ментативный гидролизат говяжьего мяса (Фггм или 
хоттингера); панкреатический гидролизат казеи на 
с пептоном сухим ферментативным; казеиново-
пептонный гидролизат с добавлением сои; питатель-
ный бульон для культивирования микроорганизмов 
сухой на основе гидролизата говяжьего мяса (гмФ); 
кислотный гидролизат кукурузной патоки. 

для приготовления питательных сред в бульон 
на основе гидролизата (одного из перечисленных) 
добавляли один из стимуляторов роста: натрий сер-
нистокислый (сульфит натрия); аммоний молибдено-
вокислый; соль мора; стимулятор роста гемофиль-
ных микроорганизмов (сгм); твин-20; твин-80 в 
следующих количествах:

- натрий сернистокислый из расчета 350 мг/л;
- аммоний молибденовокислый из расчета 

50 мг/л;
- соль мора из расчета 10 мг/л;
- стимулятор роста гемофильных микроорга-

низмов из расчета 5 г/л;
- твин-20 из расчета 0,45 мл/л;
- твин-80 из расчета 0,45 мл/л.

таким образом, в каждой экспериментальной 
питательной среде изучалось сочетанное влияние 
комбинации используемой основы с одним из пред-
лагаемых стимуляторов. 

по окончании культивирования из каждой по-
лученной биомассы отбирались пробы для дальней-
шего исследования. после проведения контроля по 
показателям общей и биологической (количество 
живых микробных клеток) концентрации и сравне-
ния полученных данных определено, что количество 
микробных клеток существенно разнится при раз-
личных сочетаниях основ и ростостимулирующих 
добавок. 

в испытанных средах наиболее перспективной 
основой оказался бульон на основе панкреатическо-
го гидролизата казеина с пептоном сухим фермента-
тивным. в сочетании с различными стимуляторами 
роста, такими как сульфит натрия, соль мора или 
молибденовокислый аммоний, прирост биомассы 
составлял 12,7; 12,3 и 13,0 млрд м.к./мл соответ-
ственно, при этом процент жизнеспособных кле-
ток в полученной суспензии находился в интервале 
30,0–33,3 % (таблица).

дальнейший анализ полученных данных по-
казал, что среды на основе кукурузного гидро-
лизата также обеспечивают достаточный выход 
биомассы, особенно в сочетании с солью мора –  
10,3 млрд м.к./мл и 38,2 % живых м.к. 

среды на основе казеиново-пептонного гидро-
лизата с добавлением сои срабатывали только с до-
бавлением аммония молибденовокислого или соли 
мора, в остальных случаях полученная бактериаль-
ная масса имела концентрацию менее 9 млрд м.к./мл 
с достаточно низкой жизнеспособностью.

биомасса, полученная на бульоне хоттингера 
(Фггм) и гмФ-бульоне, также не отличалась боль-
шим содержанием микробных клеток, при этом во 
втором случае обладала еще и очень низкими пока-
зателями жизнеспособности (8,3–12,6 %).

что касается ростостимулирующих доба-
вок, то, несмотря на разнообразие комбинаций 
«основа×добавка», выявляются некоторые законо-
мерности. 

так, твин-20, как и твин-80, несмотря на 
возможность применения их в качестве компонента 
обогащения питательных сред, не обеспечили доста-
точного прироста биомассы. 

соль аммония, как и соль мора, почти во всех 
вариантах позволяли получить биомассу хорошего 
качества с показателями выше, чем при применении 
остальных стимуляторов, исключением стала комби-
нация с гмФ-бульоном. при этом в динамике роста 
стационарная фаза наступала на 2 ч раньше, чем при 
применении остальных стимуляторов.

использование сульфита натрия, применяемого 
в данное время в биотехнологии производства чум-
ной вакцины в качестве регламентированного стиму-
лятора роста, в очередной раз позволило подтвердить 
его действенность. показатели биомасс, полученных 
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с применением данного стимулятора, находились на 
среднем уровне как по общей, так и по биологиче-
ской концентрации.

биомасса, полученная с использованием стиму-
лятора роста гемофильных микроорганизмов (сгм), 
отличалась слишком низкой для дальнейшего ис-
пользования жизнеспособностью, и лишь в одном 
опыте ее выход составил 8,3 млрд м.к./мл (рисунок). 

таким образом, сочетание ростостимуляторов 
с различными питательными основами позволяет 
подбирать оптимальные комбинации основных ком-

понентов, что расширяет область выбора при отра-
ботке биотехнологии глубинного культивирования 
вакцинного штамма чумного микроба.

проведенные исследования показали, что при-
менение ростостимулирующих добавок позволяет 
влиять на качество получаемой биомассы, а пита-
тельные среды на основе казеина или кукурузного 
гидролизата в сочетании со стимуляторами являются 
альтернативой традиционному бульону хоттингера. 
изучение параметров бульонной культуры, полу-
ченной на различных питательных средах, позволит 

Влияние стимуляторов роста на основные показатели качества биомассы вакцинного штамма чумного микроба
еeffect of growth stimulators on biomass quality indicators of plague microbe vaccine strain

основа / Medium стимулятор / Stimulator
общее кол-во м.к., млрд/мл 
Total content of microbe cells,  

billion/ml
рн

жизнеспособность, % 
Viability, %

Фггм /  
Beef enzymatic hydrolysate

сульфит натрия / Sodium sulfite 6,0±0,1 6,7±0,1 28,9±2,2

аммоний молибденовокислый /  
Ammonium molybdate 7,0±0,3 6,6±0,1 39,6±3,1

сгм / Hemophilic microorganism growth stimulant 3,3±0,1 6,3±0,1 19,4±0,9

соль мора / Ferrous ammonium sulfate 8,0±0,3 6,5±0,1 32,2±1,7

контроль / Control 5,0±0,1 6,5±0,1 20,5±2,9

казеин+пептон /  
Casein+peptone

сульфит натрия / Sodium sulfite 12,7±1,0 6,8±0,1 30,0±3,5

аммоний молибденовокислый /  
Ammonium molybdenum acid 13,0±0,8 6,6±0,1 33,3±4,0

соль мора / Ferrous ammonium sulfate 12,3±1,0 6,6±0,1 32,1±2,5

твин-20 / Tween 20 6,6±0,1 6,6±0,1 9,8±1,1

твин-80 / Tween 80 9,0±0,1 6,4±0,1 12,8±0,9

сгм / Hemophilic microorganism growth stimulant 8,3±0,5 6,8±0,1 18,0±3,3

контроль / Control 8,2±5,0 6,5±0,1 22,4±2,5

казеин+пептон+соя / 
Casein+peptone+soy

сульфит натрия / Sodium sulfite 5,6±0,3 7,3±0,1 28,1±2,0

аммоний молибденовокислый / 
 Ammonium molybdate 10,3±0,8 7,1±0,1 28,1±0,6

соль мора / Ferrous ammonium sulfate 9,7±1,1 7,1±0,1 35,7±1,8

твин-20 / Tween 20 5,3±0,9 7,2±0,1 18,4±1,6

твин-80 / Tween 80 6,0±0,1 7,2±0,1 20,1±2,3

сгм / Hemophilic microorganism growth stimulant 5,0±0,2 7,2±0,1 7,3±0,2

контроль / Control 8,7±0,2 7,2±0,1 33,3±0,9

гмФ / Beef hydrolysate

сульфит натрия / Sodium sulfite 7,3±0,2 5,1±0,1 8,5±1,1

аммоний молибденовокислый /  
Ammonium molybdenum acid 6,0±2,0 5,1±0,1 11,6±0,7

твин-20 / Tween 20 7,0±0,5 5,1±0,1 11,5±0,1

твин-80 / Tween 80 7,0±1,0 5,1±0,1 12,6±1,4

сгм / Hemophilic microorganism growth stimulant 5,2±0,8 5,4±0,1 10,0±1,3

соль мора / Ferrous ammonium sulfate 8,5±0,4 5,1±0,1 8,3±1,6

контроль (без стимуляторов) /  
Control (without stimulants) 7,0±0,9 5,1±0,1 8,5±0,8

кукурузный гидролизат / 
Corn hydrolysate

сульфит натрия / Sodium sulfite 8,7±0,1 6,8±0,1 37,1±2,2

аммоний молибденовокислый /  
Ammonium molybdate 9,9±0,2 6,7±0,1 38,7±1,2

соль мора / Ferrous ammonium sulfate 10,3±0,5 6,7±0,1 38,2±0,9

твин-20 / Tween 20 4,0±0,1 6,7±0,1 6,5±0,1

твин-80 / Tween 80 5,0±0,1 6,7±0,1 6,0±0,5

сгм / Hemophilic microorganism growth stimulant 5,5±1,3 6,7±0,1 8,4±0,2

контроль / Control 7,0±0,1 6,7±0,1 26,5±0,9
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внедрить в производство глубинный метод культиви-
рования как альтернативный способ получения пре-
парата чумной вакцины.

дальнейшие исследования будут направлены на 
всестороннее изучение экспериментальных серий 
вакцины, полученной на апробированных жидких 
питательных средах методом глубинного культиви-
рования.

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