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Цель работы – оценка возможности использования одноразовых полимерных контейнеров в технологии про-
изводства вакцины чумной живой. Материалы и методы. Использовали вакцинный штамм Yersinia pestis ЕV 
линии НИИЭГ. Для глубинного выращивания посевной культуры чумного микроба применяли стандартный од-
норазовый полимерный контейнер типа Flexboy объемом 10 л фирмы Sartorius Stedim Biotech, оборудованный 
фильтр-капсулами Sartoроrе 2. Сравнение проводили с регламентной технологией получения посевных культур с 
использованием стеклянных бутылей объемом 20 л. Контроль полученных посевных культур вакцинного штам-
ма ЕV осуществляли в соответствии с ФС.3.3.1.0022.15. Выращивание посевной культуры в одноразовом поли-
мерном контейнере проводили в жидкой питательной среде при температуре от 26 до 28 °С с непрерывным бар-
ботажем и механическим перемешиванием с частотой от 80 до 90 колебаний в минуту. Для аэрации использовался 
сжатый воздух с давлением от 0,3 до 0,4 кгс/см2. Объемный расход стерильного воздуха, подаваемого на аэрацию, 
составлял от 0,9 до 1,0 л/мин. Результаты и обсуждение. Применение одноразовых полимерных контейнеров 
позволило сократить продолжительность технологической стадии получения посевной культуры в 1,7 раза и уве-
личить выход живых микробов с единицы объема питательной среды, по сравнению с регламентной, в 2,8 раза. 
Таким образом, показана возможность и перспективность использования одноразовых полимерных контейнеров 
в технологии производства вакцины чумной живой на стадии приготовления посевных культур.
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Abstract. The aim of the work was to assess the possibility of using disposable polymeric containers in the production 
technology of the live plague vaccine. Materials and methods. We deployed the vaccine strain Yersinia pestis ЕV NIIEG 
for the work. A standard disposable 10 L Flexboy type polymeric container manufactured by Sartorius Stedim Biotech, 
equipped with Sartopore 2 filter capsules, was used for submerged cultivation of plague microbe inoculum. This method 
was compared to the regulated technology for obtaining seed cultures using glass bottles with a volume of 20 liters. The 
control of the produced seed cultures of the vaccine strain EV was performed in accordance with FS.3.3.1.0022.15. The 
cultivation of the seed culture in a disposable polymeric container was carried out in a liquid nutrient medium at a tem-
perature of 26 to 28 °C with continuous barbotage and mechanical agitation with a platform oscillation frequency of 80 
to 90 per minute. For aeration, compressed air with a pressure of 0.3 to 0.4 kgf/cm2 was used. The volumetric flow rate 
of sterile air supplied for aeration ranged from 0.9 to 1.0 l/min. Results and discussion. The use of disposable polymeric 
containers made it possible to reduce the duration of the technological stage of obtaining a seed culture by 1.7 times and 
increase the yield of live microbes per unit volume of the nutrient medium by 2.8 times, as compared to the regulated 
production technology. Thus, the possibility and prospects of using disposable polymeric containers in the production 
technology of live plague vaccine at the stage of preparation of sowing cultures is evidenced.

Key words: disposable polymeric container, Yersinia pestis EV vaccine strain, live plague vaccine production, stage 
of obtaining sowing cultures.
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Приоритетной задачей, согласно Указу Прези
дента РФ от 2 июля 2021 г. № 400 «О Стратегии на-
циональной безопасности Российской Федерации», 
является расширение производства лекарственных 
средств, медицинских изделий, отечественных вак-
цин против актуальных инфекционных болезней. 
Решение данной задачи требует своевременного 
совершенствования технологий, внедрения в них 
современного инновационного оборудования и  
материалов.

Одним из жизненно необходимых и важных ле-
карственных препаратов для медицинского приме-
нения является «Вакцина чумная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для инъекций, инга-
ляций и накожного скарификационного нанесения» 
(Распоряжение Правительства РФ от 12 октября 
2019 г. № 2406-р).

В соответствии с Государственной фармакопе-
ей Российской Федерации (XIV изд. Т. IV. М., 2018. 
С. 5342–5350), производство вакцины предусматри-
вает технологические стадии: получения посевных 
культур I, II и III генераций; накопления биомассы, 
выращенной для приготовления вакцинной взвеси с 
необходимой концентрацией; розлива, заморажива-
ния, сублимационного высушивания, герметизации 
и упаковки препарата. Опыт выпуска вакцины чум-
ной живой и развитие рынка биотехнологического 
оборудования способствовали совершенствованию 
основных стадий ее производства путем внедрения 
новых решений, направленных на повышение каче-
ства готового препарата и эффективности техноло-
гии в целом [1–4].

Процесс приготовления посевных культур явля-
ется одной из основных стадий в технологии произ-
водства вакцины чумной живой, реализация которой 
определяет качество полуфабрикатов и готовой фор-
мы препарата. Получение посевной культуры в рам-
ках существующей технологии осуществляется спо-
собом глубинного выращивания вакцинного штамма 
в жидкой питательной среде (ПС). Культивирование 
проводится в течение 48 ч в стеклянных бутылях 
вместимостью 20 л, оборудованных специальны-
ми монтажами, при постоянной аэрации согласно 
ПР 08461522-23-14 «Промышленный регламент на 
производство вакцины чумной живой, лиофилизата 
для приготовления суспензии для инъекций, инга-
ляций и накожного скарификационного нанесения». 
Практическим недостатком использования данных 
решений является продолжительность подготови-
тельных работ (до 24 ч), сопровождающихся много
операционностью и энергозатратностью. Кроме того, 
достаточно высоки риски получения брака продукта 
по причине контаминации или попадания в ПС ве-
ществ, ингибирующих рост микробов. 

В современных условиях при организации асеп-
тических производств микробиологических пре-
паратов все чаще находит применение одноразовое 
емкостное оборудование из инертных полимерных 
материалов. Простота конструкции данного оборудо-

вания, изначальная гарантированная стерильность, 
возможность «гибкого» встраивания в технологиче-
ский процесс обеспечивают сокращение подготови-
тельных работ и повышают защищенность продукта 
на этапах его производства и хранения [5–8]. В связи 
с этим внедрение одноразовых полимерных контей-
неров в технологию производства чумной вакцины 
на стадии получения посевной культуры является 
актуальной задачей.

Цель работы – оценка возможности использо-
вания одноразовых полимерных контейнеров в тех-
нологии производства вакцины чумной живой.

Материалы и методы

В экспериментальных исследованиях исполь-
зовали вакцинный штамм Yersinia pestis ЕV линии 
НИИЭГ, полученный из Государственной коллекции 
возбудителей бактериальных инфекций, используе-
мых для разработки и оценки эффективности меди-
цинских средств биологической защиты, филиала 
ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский 
институт» Министерства обороны Российской 
Федерации (г. Киров).

Глубинное выращивание посевной культуры 
чумного микроба штамма ЕV осуществляли двумя 
способами: в соответствии с требованиями суще-
ствующего регламента и с применением одноразово-
го полимерного контейнера. Использовали жидкую 
ПС, приготовленную из ферментативного гидроли-
зата мяса. Для засева использовали стабилизирован-
ную в защитной среде рабочую культуру с посевной 
дозой не менее 0,4  млрд м.к. на 1 мл ПС. Общую 
концентрацию микробов определяли по отраслево-
му стандартному образцу мутности бактериальных 
взвесей на 10 международных единиц (МЕ), что эк-
вивалентно 0,95·109 м.к./мл чумного микроба.

При реализации регламентного способа полу-
чения посевной культуры чумного микроба штам-
ма ЕV культивирование проводили в стеклянных бу-
тылях вместимостью 20 л, содержащих 10 л жидкой 
ПС, в течение 48 ч при температуре от 26 до 28 °С 
и аэрации не менее 10 л/мин (промышленный регла-
мент ПР 08461522-23-14).

В экспериментальных исследованиях использо-
вался стандартный одноразовый полимерный кон-
тейнер типа Flexboy объемом 10 л с коэффициентом 
заполнения жидкой ПС 0,5 [9]. Перемешивание осу-
ществляли с применением орбитального термоста-
тируемого шейкера ЛАБ-ПУ-01.

Оценку показателей качества посевной куль-
туры проводили в соответствии с ФС.3.3.1.0022.15 
«Вакцина чумная живая, лиофилизат для приготов-
ления суспензии для инъекций, ингаляций и накож-
ного скарификационного нанесения».

Материальный баланс получения посевной куль-
туры составлялся согласно требованиям ОСТ 64-02-
003-2002 «Продукция медицинской промышлен-
ности. Технологические регламенты производства. 
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Содержание, порядок разработки, согласования и 
утверждения». Расчет выполняли на основании ме-
тодики, представленной в практикуме по технологии 
лекарственных форм [10].

Все этапы исследований выполнялись в соответ-
ствии с СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемио
логические требования по профилактике инфекци-
онных болезней».

Утилизацию одноразовых полимерных контей-
неров после использования проводили, руковод
ствуясь СанПиН 2.1.7.728-99 «Правила сбора, хра
нения и удаления отходов лечебно-профилактиче
ских учреждений».

Статистический анализ полученных результатов 
выполняли с помощью программы Microsoft Excel. 
Достоверность результатов оценивали с использова-
нием критерия Стьюдента при уровне доверительной 
вероятности 0,95 [11]. Кривые линии роста культуры 
строили с величиной достоверности аппроксимации 
R2≥0,95.

Результаты и обсуждение

Для реализации экспериментальной техноло-
гии получения посевной культуры чумного микроба 
штамма ЕV оборудовали лабораторный технологи-
ческий участок. На платформу орбитального тер-
мостатируемого шейкера ЛАБ-ПУ-01 вертикально 
устанавливали одноразовый полимерный контейнер, 
фиксировали пластинами, порты ориентировали пер-
пендикулярно блоку управления. В качестве соеди-
нительных коммуникаций применяли термопластич-
ные шланги, оборудованные пластмассовыми зажи-
мами для перекрывания воздушных и материальных 
потоков. Всего смонтировали три порта: первый 
(3/8ʺ×5/8ʺ×50 см), для выхода воздуха из внутрен-
ней полости одноразового полимерного контейнера, 
фиксировали вертикально и оборудовали фильтр-
капсулой Sartoроrе 2; второй (1/8ʺ×1/4ʺ×50 см) ис-
пользовали для подачи воздуха под зеркало жидко-
сти; третий (3/8ʺ×5/8ʺ×50 см) – резервный. 

Воздух в одноразовый полимерный контейнер 
подавали под давлением, достаточным для создания 
скоростного напора, а также преодоления сопротив-
ления трения и гидродинамического сопротивления 
столба перемешиваемой посевной культуры [12]. 

Оптимальный гидродинамический режим опре-
деляли по результатам изучения динамики накопле-
ния в культуре бактерий чумного микроба штам-
ма ЕV. Оценивали зависимость общей концентрации 
микробных клеток от времени культивирования по-
севной культуры. Параллельно осуществляли выра-
щивание посевной культуры в бутылях объемом 20 л 
(контроль).

С целью приближения к регламентным усло-
виям экспериментальный процесс выращивания 
посевной культуры в одноразовом полимерном кон-
тейнере проводился в соответствии с разработанной 
технологической схемой, приведенной на рис. 1.

Питательную среду после холодной стерилиза-
ции с помощью фильтр-капсулы Sartoроrе 2 асепти-
чески вносили во внутреннюю полость одноразового 
полимерного контейнера в объеме 5 л, засевали, по-
мещали заполненный контейнер на термостатируе
мую платформу орбитального шейкера ЛАБ-ПУ-01 
и подключали к аэрации. Культивирование осущест-
влялось при температуре от 26 до 28 °С, с непрерыв-
ным барботажем и механическим перемешиванием с 
частотой от 80 до 90 колебаний в минуту. Объемный 
расход стерильного воздуха, подаваемого на аэра-
цию, контролировали с помощью ротаметра РМ-1; 
величина расхода составляла от 0,9 до 1,0 л/мин. 
Стерильность воздуха достигалась путем примене-
ния в системе фильтр-капсулы Sartoроrе 2 с разме-
ром пор 0,2 мкм [13]. 

В экспериментальном и контрольном режимах 
провели по пять циклов культивирования. Результаты 
изучения динамики накопления чумного микроба 
штамма ЕV при культивировании в одноразовых 
полимерных контейнерах и бутылях вместимостью 
20 л показаны на рис. 2.

Как следует из рис. 2, общая концентрация клеток 
при выращивании посевной культуры чумного микро-
ба штамма ЕV в одноразовом полимерном контейнере 
более чем в 2 раза превысила таковую при культиви-
ровании в бутылях. Значение этого показателя с при-
менением одноразового полимерного контейнера до-
стигло максимума на 27-й час роста, тогда как регла-
ментный процесс был продолжительнее и составил 
48 ч. Длительность лаг-фазы при культивировании в 
регламентном режиме превышала таковую в экспери-
ментальном на 6 ч. Фаза экспоненциального роста в ре-
гламентном режиме культивирования также являлась 
более продолжительной (на 12 ч), чем в эксперимен-
тальном режиме. Различия во времени накопления бак-
терий в культуре обусловлены особенностями гидро-
динамических процессов в одноразовом полимерном 
контейнере и бутыли. Регламентный процесс преду-
сматривал барботаж, а экспериментальный, дополни-
тельно, – перемешивание, что значительно улучшало 
турбулизацию и насыщение кислородом микробной  
культуры.

Орбитальные колебания способствовали эффек-
тивному течению массообменных процессов при 
«мягком» динамическом воздействии на механола-
бильные клетки посевной культуры чумного микро-
ба штамма ЕV [14, 15]. 

По завершении выращивания оценивали каче-
ство посевной культуры, определяя следующие по-
казатели: рН, общую концентрацию микробных кле-
ток, количество живых микробных клеток, наличие 
посторонней микрофлоры.

Результаты оценки качества посевной куль-
туры чумного микроба штамма ЕV, полученной  
в 20-литровой бутыли и одноразовом полимерном 
контейнере, представлены в табл. 1.

Данные табл. 1 свидетельствуют о соответствии 
нормативным показателям качества изучаемых посев-
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Fig. 1. Process flow diagram of cultivation seed culture of the plague microbe strain EV in disposable polymeric container

Рис. 1. Технологическая схема получения посевных культур чумного микроба штамма ЕV при культивировании в одноразовом  
полимерном контейнере
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ных культур чумного микроба штамма ЕV, получен-
ных как в бутылях объемом 20 л, так и в одноразовом 
полимерном контейнере. Значения общей концентра-
ции микробов и количества живых микробных клеток 
в посевной культуре, приготовленной в одноразовом 
полимерном контейнере, превышали таковые при ис-
пользовании бутылей объемом 20 л. В связи с тем, 
что объемы выращиваемой биомассы эксперимен-
тальным способом и регламентным были разными 
(для одноразового полимерного контейнера объем со-
ставил 5 л, для бутыли – 10 л), представлялось целе-
сообразным оценить эффективность обоих процессов 
путем составления материального баланса.

Результаты сравнительной оценки материаль-
ного баланса на этапе приготовления разными спо-
собами посевной культуры в производстве вакцины 
чумной живой представлены в табл. 2.

Как следует из табл. 2, несмотря на меньший 
объем посевной культуры, выращенной в одноразо-
вом полимерном контейнере, общее содержание 
живых микробных клеток в данном случае боль-
ше, чем при использовании бутыли объемом 20 л,  
на 18,5·1012 ж.м.к., что составляет 29 %. Данный 
факт свидетельствует о том, что количества живых 
микробных клеток в посевной культуре, выращен-
ной в одноразовом полимерном контейнере, доста-
точно для осуществления дальнейшего технологи-
ческого этапа – глубинного культивирования чум-
ного микроба штамма ЕV в ферментере БИОР-0,25. 
Применение одноразового полимерного контейнера 
позволило сократить продолжительность стадии по-
лучения посевной культуры в 1,7 раза и увеличить 
выход живых микробов с единицы объема питатель-
ной среды в 2,8 раза. 

Рис. 2. Динамика накопления чумного микроба 
штамма ЕV при культивировании в одноразовых по-
лимерных контейнерах и бутылях вместимостью 20 л  
(X̅    ±I95, n=5)

Fig. 2. Dynamics of accumulation of the plague 
microbe strain EV during cultivation in disposable 
polymeric containers and bottles with a capacity of 20 l  
(X̅    ±I95, n=5)

Таблица 1 / Table 1

Результаты оценки качества посевной культуры чумного микроба штамма ЕV, полученной различными способами (X̅    ±I95, n=5)
The results of assessing the quality of the seed culture of the plague microbe strain EV obtained by various methods (X̅    ±I95, n=5)

Наименование показателя, единица измерения
Indicator, unit of measure

Требования нормативной документации*
Requirements of regulatory documents* 

Значения показателя для посевной культуры,  
полученной способом …

Values of the indicator for the seeding culture  
obtained using the … technology

регламентным
regulated

экспериментальным
experimental

Общая концентрация микробных клеток, млрд м.к./мл
The total concentration of microbial cells, billion m.c./ml

6,0, не менее
6.0, not less

13,0±1,0 24,0±2,0

Количество живых микробных клеток, млрд ж.м.к./мл
The number of living microbial cells, billion m.c./ml

3,0, не менее
3.0, not less

4,5±0,9 12,7±1,3

рН, ед. 
pH, units

от 7,4 до 7,9
7.4 to 7.9

7,6±0,2 7,5±0,1

Отсутствие посторонних микроорганизмов 
Absence of foreign microorganisms

Не должна содержать посторонних  
микроорганизмов

Should not contain foreign microorganisms

Не содержит посторонних микроорганизмов
Does not contain foreign microorganisms

Примечание :  * ПР 08461522-23-14. Промышленный регламент на производство вакцины чумной живой, лиофилизата для приготовления 
суспензии для инъекций, ингаляций и накожного скарификационного нанесения.

No te :  * Manufacturing specifications (master formula) 08461522-23-14. Manufacturing specifications for the production of a live plague vaccine, 
lyophilizate for the preparation of a suspension for injections, inhalations and skin scarification.
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Таким образом, результаты исследований по-
казывают возможность и перспективность исполь-
зования одноразовых полимерных контейнеров в 
технологии производства вакцины чумной живой на 
стадии получения посевной культуры. 

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Таблица 2 / Table 2

Результаты сравнительной оценки материального баланса получения  
посевной культуры экспериментальным и регламентным способами в производстве вакцины чумной живой (X̅    , n=5)

The results of comparative assessment of the material balance of obtaining  
a seeding culture using  experimental and regulated technologies in the production of live plague vaccine (X̅    , n=5)

Способ получения посевной культуры,  
продолжительность

Method of obtaining a seeding culture,  
duration

Объем, л
Volume, l

Количество живых микробных клеток, 
ж.м.к./мл

The number of live microbial cells,  
live m.c./ml

Общее количество живых микробных клеток  
в объеме, ж.м.к.

The total number of living microbial cells  
in the volume, live m.c.

Экспериментальный, 27 ч
Experimental, 27 hours 

5,0 12,7·109 63,5·1012

Регламентный, 48 ч
Regulated, 48 hours

10,0 4,5·109 45,0·1012
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