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живая туляремийная вакцина (жтв) являет-
ся основным профилактическим средством против 
туляремии – опасной природно-очаговой болез-
ни. Штаммом-продуцентом жтв является штамм 
Francisella tularensis 15 нииэг. он же используется 
для изготовления диагностических препаратов. для 
производства данных иммунобиологических препа-
ратов необходимо получение большого количества 
биомассы, обладающей характерными свойствами. 
в связи с этим актуальной задачей остается констру-
ирование новых эффективных питательных сред для 
глубинного культивирования, позволяющего мас-
штабировать процесс производства. 

для выращивания туляремийных бактерий в 
условиях глубинного культивирования с аэрацией в 
практике изготовления живой вакцины применяют 
полужидкие среды. но эффективность полужид-
ких сред невелика: после 18 ч выращивания густо-
та взвеси увеличивается в 5–6 раз [6]. последними 
исследованиями зарубежных авторов подтверж-
дена эффективность жидкой питательной среды 
т [4] для анализа образцов окружающей среды и 
клинических изолятов на присутствие возбудителя 
туляремии [7], но ее применение в качестве произ-
водственной среды экономически нецелесообразно. 

экспериментальные жидкие питательные среды 
для глубинного культивирования вакцинного штам-
ма туляремийного микроба в условиях биореактора 
основаны на гидролизатах рыбокостной муки с до-
бавлением солей, витаминов, глюкозы [5] и экстрак-
та пекарских дрожжей [3]. 

цель работы – разработка питательной среды 
для накопления биомассы, пригодной для получения 
иммунобиологических препаратов (в т.ч. живой ту-
ляремийной вакцины).

в качестве основы питательной среды в нашей 
работе использовали панкреатический гидролизат 
рыбокостной муки (пгрм) (гнц пмб, оболенск), 
экстракт пекарских дрожжей (эпд) (Serva), экспе-
риментальный ферментативный гидролизат фибри-
на (ФгФ), приготовленный из отхода производства 
антирабического иммуноглобулина. в качестве до-
полнительных компонентов – глюкозу, глюкозо-
витаминную добавку (гвд) (гнц пмб, оболенск), 
соли кальция (глюконат и пантотенат), цистеин, хло-
рид натрия. 

технология приготовления жидкого фермента-
тивного гидролизата фибрина приведена в патенте 
RU 2425866 [1]. жидкую форму ферментативного 
гидролизата фибрина концентрировали в 6–7 раз ме-
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тодом выпаривания на установке вакуум-выпарной 
увв-50 и высушивали конвекционным способом 
на сушильной установке распылительного типа 
кяул 101325.002 в «псевдокипящем слое». по агре-
гатному состоянию высушенный ферментативный 
гидролизат фибрина представлял собой мелкоди-
сперсный порошок с нежно-желтым оттенком. при 
анализе физико-химических показателей определе-
но: содержание общего азота – (4,76±0,03) %; амин-
ного азота – (1,39±0,03) %; процент расщепления 
белка – (50,7±1,7) %; содержание пептона (по шка-
ле дифко) – (53,7±1,5) %; следы непереваренного 
белка отсутствовали; сухой остаток – (8,78±0,2) %; 
хлориды – (0,22±0,01) %; влажность – (2,4±0,2) %; 
рн – 6,9±0,2, что соответствует требованиям, предъ-
являемым к сухим основам питательных сред 
(мук 4.2.2316-08). 

в качестве модельного штамма использова-
ли F. tularensis 15 нииэг, полученный из госу-
дарственной коллекции патогенных бактерий. кон-
центрацию биомассы определяли по отраслевому 
стандартному образцу мутности осо-42-28-85-п 
(10 ме) Фгбу нцэсмп минздравсоцразвития 
(эквивалентной концентрации 5 млрд м.к./мл) и 
турбидиметрическим методом при OD 600 нм. ста-
бильность биологических свойств туляремийного 
микроба, в том числе коэффициент жизнеспособ-
ности (к %) и степень диссоциации, оценивали по 
стандартной методике (му 3.3.2.2124-06).

эффективность жидких экспериментальных 
питательных сред определяли в условиях мало-
объемного культивирования в колбах эрленмейера 
(250 мл) на термостатируемом шейкер-инкубаторе 
и в биореакторе с автоматическим поддержанием 
параметров культивирования. объем питательной 
среды при культивировании в колбах составлял 
25 мл, температура культивирования 37 °с, ско-
рость вращения платформы – 200 об./мин, время 
культивирования (24±1) ч. параметры культивиро-
вания в биореакторе с рабочим объемом 14 л – аэ-
рация 0,5–0,7 л воздуха на 1 л питательной среды, 
скорость перемешивания 500 об./мин в течение 
(20±2) ч при температуре 37 °с. 

на первом этапе установлено, что лимити-
рующим фактором ростовых свойств эксперимен-
тальных сред является содержание аминного азота. 
оптимальное значение этого показателя должно быть 
в пределах 0,320–0,430 %. при более высоком или 
низком содержании аминного азота рост туляремий-
ного микроба резко ограничивается, что согласуется 
с литературными данными [3]. питательная среда на 
основе панкреатического гидролизата рыбокостной 
муки оказалась менее эффективной по показателям 
жизнеспособности культуры и прироста биомассы.

на следующем этапе оценивали влияние пита-
тельной основы экспериментальной среды на рост 
вакцинного штамма и жизнеспособность субпопу-
ляций. использовали среду 1 (на основе экстракта 
пекарских дрожжей) и среду 2 (на основе фермен-

тативного гидролизата фибрина). в качестве источ-
ника углеводов в обоих случаях применяли глю-
козу. при культивировании на экспериментальной 
среде 1 отмечено значительное удлинение лаг-фазы 
до 18 ч, уменьшение урожайности с сохранением 
высокой жизнеспособности культуры. для среды 2 
была отмечена высокая скорость накопления био-
массы в экспоненциальную фазу в сочетании с вы-
соким (72±3,5 %) коэффициентом жизнеспособно-
сти. два пика в стационарной фазе роста (20 и 24 ч 
культивирования) на этой среде могут быть связаны 
с исчерпанием одного лимитирующего субстрата и 
адаптацией ферментных систем клеток к другому 
субстрату. 

на следующем этапе использовали эксперимен-
тальную среду на основе сухого ферментативного 
гидролизата фибрина (среда 2), которую готовили 
согласно патенту RU № 2518282 [2]. основные ком-
поненты среды: гидролизат фибрина 5 %, глюкоза 
1 %, рн 7,2. бульон фильтровали через каскад по-
следовательно соединенных фильтров эпвг.п-050-
д-250 и эпм.к–080/045-д-250м при температуре 
фильтруемой среды (60±5) °с и рабочем давлении 
0,15 мпа, затем стерилизовали при (110±2) °с в те-
чение 30 мин. 

согласно литературным данным, для туляре-
мийного микроба в качестве стимуляторов роста 
широко используют соли кальция, натрия, амино-
кислоты [3, 4]. перед внесением инокулята посевной 
культуры в стерильную среду мы добавляли стериль-
ные растворы солей и аминокислот. при добавле-
нии солей кальция более эффективным оказался 
пантотенат кальция (витамин в5). в частности, по-
казатель прироста биомассы при введении 0,005 % 
раствора пантотената кальция составил 291,2 %, а 
при добавлении глюконата кальция – 86,7 %, жиз-
неспособность выращенной культуры была выше в 
первом случае на 25 %. влияние хлорида натрия и 
цистеина на эффективность экспериментальной пи-
тательной среды оценивали на варианте среды, со-
держащей 0,005 % пантотената кальция. добавление 
цистеина (0,05–0,1 %) резко увеличивало прирост 
биомассы и урожайность (до 133,5±3 млрд м.к./
мл), но значительно снижало жизнеспособность (до 
44 %). при добавлении хлорида натрия (0,5 %) жиз-
неспособность культуры увеличивалась до 96,8 %, 
хотя прирост биомассы был меньше (163,5 %), что 
может в дальнейшем использоваться для синхрони-
зации культуры. при добавлении и цистеина и хло-
рида натрия прирост биомассы снижался (до 100 %), 
жизнеспособность оставалась высокой (94,6 %), по-
казатель степени диссоциации оставался на низком 
уровне: количество иммуногенных (белых) колоний 
составляло (96±2) %.

сконструированная жидкая питательная среда 
на основе сухого гидролизата фибрина с добавле-
нием глюкозы и цистеина, солей кальция и натрия, 
рн (7,2±0,1), была апробирована при аппаратном куль-
тивировании штамма F. tularensis 15 нииэг. в каче-
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стве посевного материала использовали 48-часовую 
агаровую культуру, начальная концентрация клеток 
была (0,5±0,1) млрд м.к. в 1 мл среды. время культи-
вирования составило (20±2) ч, в качестве подкорм-
ки использовали раствор глюкозы. после окончания 
процесса культивирования в биореакторе нативная 
культура F. tularensis вакцинного штамма 15 нииэг 
имела следующие характеристики: рн (7,0±0,1), кон-
центрация микробных клеток (37±0,5) млрд м.к. в 
1 мл среды, коэффициент жизнеспособности соста-
вил (68±0,5) %. отмечена низкая степень диссоциа-
ции – (97±1) % SR (белых) иммуногенных колоний от 
общего количества выросших.

таким образом, разработанная нами жидкая пи-
тательная среда позволяет получать жизнеспособ-
ную биомассу туляремийного микроба с высокой 
концентрацией и низкой степенью диссоциации, что 
эффективно при выращивании штамма-продуцента 
живой туляремийной вакцины. 
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