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достигнутые успехи в борьбе с туляремией 
связаны с широким применением в россии вакци-
ны туляремийной живой, разработанной в начале 
40-х годов прошлого столетия, и по сей день яв-
ляющейся эффективным профилактическим сред-
ством [2, 3, 8]. с 60-х годов и по настоящее время 

вакцину туляремийную изготавливают на основе 
штамма F. tularensis № 15 нииэг, полученного пу-
тем десятикратного пассирования культуры штамма 
F. tularensis № 15 (восстановленного) через организм 
морской свинки [4]. 

известно, что эффективность живых вакцин обе-
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цель исследования. изучение и анализ многолетних данных ежегодного контроля остаточной вирулентности 
вакцинного штамма Francisella tularensis 15 нииэг для уточнения нормы показателя и внесения изменений в 
нормативную документацию. материалы и методы. в работе использовано восемь ампул с лиофилизирован-
ными культурами вакцинного штамма F. tularensis 15 нииэг 1953, 1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг., 
изготовленными на различных площадках производства. для получения более полной информации по остаточ-
ной вирулентности штамма F. tularensis 15 нииэг проведен анализ паспортов контроля качества 76 лиофили-
зированных культур в ампулах, из них 48 – изготовленны на базах одесского ппбп в 1980, 1987 и 1990 гг., и 
28 – в Фгуп «нпо «микроген» минздрава россии, (омское ппбп) в 2003–2013 гг. результаты и обсуждения. 
в результате проведенной работы выявлено, что из восьми изученных культур штамма F. tularensis 15 нииэг 
различных лет лиофилизации семь культур имели остаточную вирулентность в пределах от 1·102 до 2,5·102 м.к., 
LD50 штамма 1966 г. лиофилизации составила 7,3·105 м.к. (норма 1·102 – 2·106 м.к.). полученные в ходе анализа 
паспортов контроля качества вакцинного штамма F. tularensis 15 нииэг, хранившегося в лиофилизированном 
состоянии в период с 1987 по 2013 год при температуре минус (19±1) °с, данные показали, что остаточная виру-
лентность стабильна в пределах регламентированных требований. в нормативную документацию внесено изме-
нение нормы показателя «остаточная вирулентность» в пределах от 1·102 до 5·103 м.к.
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спечивается стабильностью и высокой иммуноген-
ной активностью вакцинного штамма. рекомендации 
воз относительно общих требований к качеству 
вакцин касаются, прежде всего, их безопасности 
и специфической активности [11]. подобный под-
ход реализован при разработке критериев оценки 
качества туляремийной вакцины н.г.олсуфьевым. 
многочисленными исследованиями показано, что 
основной оценкой иммунобиологических свойств 
вакцинного штамма является определение остаточ-
ной вирулентности (LD50), имеющей большое значе-
ние для своевременного выявления изменения им-
муногенности производственного штамма [5, 6, 9]. 
в свое время еще н.а.гайский придавал особое зна-
чение остаточной вирулентности вакцинных штам-
мов, считая, что иммуногенным является тот штамм, 
который сохранил остаточную вирулентность для 
белых мышей, но остался безвредным для морских 
свинок и человека [1].

вакциной, приготовленной из штамма F. tula-
rensis 15, до 1960 г. было привито более 60 млн чело-
век. однако данный штамм оказался нестабильным, 
в процессе хранения несколько раз снижал остаточ-
ную вирулентность и, как следствие, иммуноген-
ность. для исправления создавшегося положения 
проводились работы по его восстановлению, а также 
разрабатывались новые штаммы, соответствующие 
требованиям, предъявляемым к вакцинным штам-
мам [5, 10].

л.в.сиротюк проведены сравнительные ис-
пытания штаммов F. tularensis 15, F. tularensis 15 
нииэг (восстановленный), F. tularensis 15/кб, F. tu-
larensis 33, F. tularensis 53, имеющих различную 
степень иммуногенной активности и в разные годы 
использующихся в производстве туляремийной вак-
цины. в ходе исследований обнаружены существен-
ные различия изучаемых штаммов по степени оста-
точной вирулентности. выявлено, что высокоимму-
ногенные штаммы при подкожном введении белым 
мышам доз от 100 до 1 млн м.к., вызывали гибель 
от 56 до 91 % животных, что значительно превыша-
ло ранее установленную норму (от 30 до 50 %). при 
этом введение белым мышам слабоиммуногенных 
штаммов сопровождалось гибелью от 11 до 30 % 
животных. вместе с тем все штаммы были безвред-
ными (вызывали одинаковое допустимое падение 
веса) для морских свинок при подкожном введении 
больших доз (15 и 25·109 м.к.) в течение 15 сут (срок 
наблюдения). 

анализ полученных данных по изучению им-
мунобиологических свойств предложенных штам-
мов позволил определить наиболее иммуногенные 
и безопасные штаммы, а также возможность их ис-
пользования в производстве живой туляремийной 
вакцины [7]. основываясь на полученных результа-
тах, установлена норма показателя «остаточная ви-
рулентность» в пределах от 100 до 2 млн м.к., при 
этом гибель белых мышей должна составлять от 70 
до 80 %. 

позднее н.г.олсуфьевым и соавт. (1971 г.) в рас-
ширенных комиссионных исследованиях у вакцини-
рованных людей изучена иммунологическая актив-
ность и реактогенность туляремийных вакцин, по-
лученных на основе предложенных исследователями 
новых вакцинных штаммов. установлено, что в ор-
ганизме людей при вакцинации живыми туляремий-
ными вакцинами развивались строго специфические 
прививочные реакции. однако из всех изученных ту-
ляремийных вакцин наиболее иммуногенным оказал-
ся препарат, изготовленный из штамма F. tularensis 15 
нииэг. полученные данные, свидетельствующие о 
его высокой иммуногенности и умеренной реакто-
генности, явились основанием для решения вопроса 
об использовании штамма F. tularensis 15 нииэг в 
производстве туляремийной вакцины. учитывая не 
равноценность вакцинных штаммов по остаточной 
вирулентности, колеблющейся в достаточно широком 
диапазоне, принято решение оставить норму показа-
теля в установленных пределах от 1·102 до 2·106 м.к. 
и включить в нормативную документацию [5]. 

несмотря на многочисленные исследования 
по разработке туляремийных штаммов, кандида-
тов в вакцинные, на протяжении многих лет штамм 
F. tularensis 15 нииэг остается единственным, ис-
пользуемым в производстве туляремийной вакци-
ны. но за последние 30 лет накопились данные, по-
зволяющие пересмотреть норму верхней границы 
(2·106 м.к.) показателя остаточной вирулентности 
для высокоиммунногенного штамма F. tularensis 15 
нииэг в сторону уменьшения. данное решение 
также согласуется с рекомендациями воз об огра-
ничении использования животных при контроле им-
мунобиологических препаратов.

целью настоящего исследования явилось изуче-
ние и анализ многолетних данных ежегодного кон-
троля остаточной вирулентности вакцинного штам-
ма F. tularensis 15 нииэг для уточнения нормы 
показателя и внесения изменений в нормативную 
документацию.

материалы и методы

для получения информации по остаточной виру-
лентности штамма F. tularensis 15 нииэг проведен 
анализ паспортов контроля качества 76 лиофилизи-
рованных в ампулах культур, из них 48 – изготов-
ленны на базе одесского предприятия производства 
бактерийных препаратов (одесское ппбп) в 1980, 
1987 и 1990 гг., и 28 – на производственной площад-
ке Фгуп «нпо «микроген» минздрава россии фи-
лиале г. омск «омское предприятие по производству 
бактерийных препаратов» (омское ппбп) в 2003–
2013 гг.

проанализированы паспортные данные иммуно-
биологических свойств (остаточная вирулентность, 
специфическая безопасность, иммуногенность и 
прививаемость) вакцинного штамма F. tularensis 15 
нииэг за период с 1987 по 2013 год, хранившегося 
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при температуре минус (19±1) °с в государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов (гкпм) 
III–IV групп патогенности Фгбу «нцэсмп» 
минздрава россии (гиск им. л.а.тарасевича). 

помимо этого в работе использовано восемь 
ампул с лиофилизированными коллекционными 
культурами штамма F. tularensis 15 нииэг 1953, 
1966, 1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг., изго-
товленными на различных площадках производ-
ства. иммунобиологические свойства вакцинного 
штамма изучали в соответствии с требованиями, 
изложенными в промышленном регламенте на про-
изводство препарата «вакцина туляремийная жи-
вая». в ходе анализа остаточную вирулентность 
штамма F. tularensis 15 нииэг оценивали перед на-
чалом каждого производственного цикла (один раз 
в год) в специализированной лаборатории гиск 
им. л.а.тарасевича (Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии) и Фгуп «нпо «микроген» минздрава 
россии (омское ппбп) в 2003 и 2013 гг. 

руководствуясь требованиями, предъявляемы-
ми к вакцинному штамму, контроль вновь приготов-
ленной серии вакцинного штамма (срок годности 10 
лет), в том числе остаточную вирулентность, опре-
деляли в специализированной лаборатории туляре-
мии Фгбу нииэм им. н.Ф.гамалеи минздрава 
россии. 

исследуемые культуры вакцинного штамма 
F. tularensis 15 нииэг культивировали на плотных 
питательных средах мак-коя лабораторного приго-
товления или Ft-агаре при температуре (37±1) °с в 
течение 48 ч. стандартные суспензии клеток штам-
ма F. tularensis 15 нииэг готовили в стерильном 
0,9 % растворе натрия хлорида с использованием 
осо мутности бактериальных взвесей 10 ме, что 
эквивалентно 5·109 м.к./мл.

остаточная вирулентность вакцинного штамма 
изучалась на белых мышах инбредных линий обоего 
пола (масса 18–20 г). использование белых мышей 
для определения остаточной вирулентности связано 
с их высокой чувствительностью даже к штаммам с 
ослабленной вирулентностью. по 10 белых мышей 
иммунизировали подкожно штаммом F. tularensis 15 
нииэг дозами от 5 до 5·106 м.к. в объеме 0,5 мл. 
для подсчета LD50 и расчета вводимых доз проводи-
ли высев культуры из разведения 10–6 м.к. по 0,1 мл 
на три чашки петри с питательной средой Ft-агар.

гибель мышей учитывали в течение до 21 сут 
после введения культуры. за животными наблюдали 
от 3 до 21 сут. животных, павших до 10 сут, вскры-
вали, обращали внимание на патоморфологические 
изменения органов, асептично извлекали селезен-
ку и производили ее посев методом отпечатка на 
питательные среды мак-коя или FT-агар. посевы 
инкубировали при температуре (37±1) °с в течение 
10 сут.

для установления причин гибели животных 
культуру штамма F. tularensis 15 нииэг, выросшую 
в посевах селезенки, идентифицировали в риФ (ре-

акции прямой иммунофлуоресценции) с помощью 
иммуноглобулинов туляремийных диагностических 
флуоресцирующих.

гибель мышей от испытуемого штамма устанав-
ливали на основании патологоанатомических данных 
вскрытия (плотный инфильтрат на месте введения, 
гиперемия сосудов подкожной клетчатки и паховых 
лимфатических узлов, увеличение и уплотнение 
селезенки) и выделения из посевов туляремийного 
микроба.

определение LD50, а также доверительных ин-
тервалов (для вероятности 95 %) проводили соглас-
но методу кербера в модификации и.п.ашмарина 
и а.а.воробьева (1962 г.), используя для расчетов 
формулу:

lg LD50 = lg D-1 (Σ Li – 0,5), 
где D – максимальная из испытанных доз; Li – 

отношение числа животных, павших при введении 
данной дозы к общему числу животных, которым эта 
доза была введена; Σ Li – сумма значений Li, вычис-
ленных для всех испытанных доз.

иммуногенность, прививаемость и специфиче-
ская безопасность оценивались на морских свинках 
массой (250±50) г и (400±50) г.

результаты и обсуждение

производство вакцины туляремийной живой 
на двух производственных площадках (омское и 
одесское ппбп) было разрешено в 1963 г. приказом 
министра мз рсФср. при этом получение вакцин-
ного штамма F. tularensis 15 нииэг, использовав-
шегося в российской Федерации для производства 
вакцины туляремийной до 2003 г., было возложено 
на одесское ппбп. по истечению срока годности в 
2003 и 2013 гг. очередные серии вакцинного штамма 
изготовлены на базе омского ппбп.

необходимо отметить, что вакцинные штаммы 
туляремийного микроба, использующиеся в разные 
годы для производства вакцины туляремийной жи-
вой, в том числе и штамм F. tularensis 15 нииэг, 
хранятся в государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов (гкпм) III–IV групп патогенно-
сти Фгбу «нцэсмп» минздрава россии (гиск 
им. л.а.тарасевича).

на первом этапе работы использовали культуры 
восьми штаммов F. tularensis 15 нииэг различных 
лет лиофилизации (1953, 1966, 1969, 1987, 1990, 
2003, 2012 и 2013 гг.). при определении остаточной 
вирулентности, в первую очередь, учитывали гибель 
белых мышей в течение 5–10 сут после введения 
культуры, которая в среднем составляла от 50 до 
70 %. проведенными исследованиями установлено, 
что семь культур вакцинного штамма имели оста-
точную вирулентность в пределах от 1 до 2,5·102 м.к. 
(норма 1·102–2·106 м.к.). существенные различия по 
степени остаточной вирулентности для белых мы-
шей обнаружены у штамма 1966 г. лиофилизации, 
LD50 которого составила 7,3·105 м.к. изучение пато-
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морфологических изменений в организме животных 
показало, что наибольшие изменения в виде плотно-
го инфильтрата на месте введения, гиперемии сосу-
дов подкожной клетчатки и лимфатических узлов, а 
также увеличения и уплотнения печени и селезенки 
наблюдали при введении культуры штамма, содержа-
щей высокие дозы, за исключением штамма 1966 г. 
лиофилизации. патоморфологические изменения в 
органах животных при введении как низких, так и 
высоких доз данного штамма были менее выражены. 
выявленное значительное увеличение показателя 
остаточной вирулентности у одного из исследуемых 
штаммов, в который раз подтверждает раннее уста-
новленный факт, что лиофилизация не предохраня-
ет штамм F. tularensis 15 нииэг от изменения его 
первоначальной остаточной вирулентности при дли-
тельном хранении [6].

полученные данные (рис. 1) свидетельствуют о 
том, что LD50 у изученных культур вакцинного штам-
ма, кроме штамма 1966 г., не имела достоверных от-
личий и соответствовала установленным требовани-
ям, предъявляемым к вакцинному штамму. помимо 
этого оценка остаточной вирулентности вакцинного 
штамма, хранившегося в коллекции гкпм, прово-
дилась по паспортным данным, полученным за пе-
риод 1987–2013 гг. на двух базах (специализирован-
ная лаборатория и омское ппбп).

с 1987 по 2002 год анализ данных ежегодного 
определения остаточной вирулентности проводился 
у культур вакцинного штамма, лиофилизированного 

на базе одесского ппбп, а с 2003 по 2013 год – на 
базе Фгуп «нпо «микроген» минздрава россии 
(омское ппбп). как видно из представленных мате-
риалов (рис. 2), различия в показателе «остаточная 
вирулентность» выявлены в 1995 и 2008 гг., при этом 
в омском ппбп LD50 составила 1·103 м.к., что в пять 
раз выше данных, полученных в Фгбу «нцэсмп» 
минздрава россии (2·102 м.к). 

в 1997 г. более высокая остаточная вирулент-
ность вакцинного штамма проявилась при проведе-
нии контроля в специализированной лаборатории 
гиск им. л.а.тарасевича. вместе с тем получен-
ные результаты укладывались в регламентирую-
щие требования, согласно которым LD50 штамма 
F. tularensis 15 нииэг должна иметь значения от 
1·102 до 2·106 м.к. выявленное расхождение в по-
казателе «остаточная вирулентность» на двух про-
изводственных площадках в 1995, 1997 и 2008 гг. 
можно объяснить использованием не стандартного 
поголовья лабораторных животных или возможной 
погрешностью в концентрации микробной взвеси 
при разведении культуры вакцинного штамма.

анализ данных изменения LD50 вакцинного 
штамма одного и того же года лиофилизации пока-
зал, что результаты, полученные на базе специализи-
рованной лаборатории (от 1 до 2,5·102 м.к.), зачастую 
были сравнимы с данными, полученными за тот же 
год на базе омского ппбп (1,58 до 5·102 м.к.). 

резюмируя выше изложенное, можно сделать 
заключение о том, что за указанный период времени 
(с 1987 по 2013 год) показатель «остаточная виру-
лентность» имел достаточно стабильное значение, 
который находился в пределах от 1·102 до 4·102 м.к. 
и не превышал более 1·103 м.к. при этом статистиче-
ски различий (р(F)-0,25 при α=0,95 %), независимо 
от места проведения исследований, не получено.

проведенный ретроспективный анализ паспорт-
ных данных и протоколов ежегодного контроля спе-
цифической безопасности, иммуногенной активно-
сти и прививаемости вакцинного штамма F. tularensis 
15 нииэг за период с 1987 по 2013 год на производ-
ственных площадках предприятий производителя и 
специализированной лаборатории позволил устано-
вить, что штамм был безвреден при накожном на-
несении на депилированный участок кожи морских 
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рис. 1. результаты определения LD50 культур штамма F. tularensis 
15 нииэг разных лет лиофилизации по данным гиск 
им. л.а.тарасевича

Омское ППБПГИСК им. Л.А.Тарасевича;

Годы лиофилизации

рис. 2. результаты определения LD50 культур штам-
ма F. tularensis 15 нииэг разных лет лиофилизации 
по данным гиск им. л.а.тарасевича и филиала нпо 
«микроген», омское ппбп
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свинок доз 5·106 и 5·107 м.к./мл, вызывал умеренно 
выраженную прививочную реакцию размером от 5 
до 10 мм (норма от 5 до 15 мм); иммуногенность ис-
следуемых культур разных лет лиофилизации и хра-
нения была в пределах от 25 до 2·102 м.к. (норма не 
более 1·103 м.к. ).

таким образом, полученные в ходе исследо-
вания результаты показали, что изучение и анализ 
паспортных данных контроля вакцинного штам-
ма  F. tularensis 15 нииэг, хранившегося в гкпм 
Фгбу «нцэсмп» минздрава россии (гиск 
им. л.а.тарасевича) в лиофилизированном состоя-
нии в период с 1987 по 2013 год при температуре 
минус (19±1) °с, подтверждают стабильность его 
основных иммунобиологических свойств (остаточ-
ная вирулентность, специфическая безопасность, 
иммуногенность и прививаемость) в установлен-
ных пределах регламентированных требований. 
представленные данные оценки LD50 штамма 
F. tularensis 15 нииэг послужили основанием для 
внесения в нормативную документацию изменения 
нормы показателя «остаточная вирулентность» в 
пределах от 1·102 до 5·103 м.к. изменение нормы по-
казателя в сторону уменьшения позволит сократить 
количество животных, необходимых для проведения 
данного контроля.

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