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В сложном процессе биотехнологии производ-
ства вакцины чумной живой температура культиви-
рования микробных клеток вакцинного штамма яв-
ляется одним из рычагов, позволяющих существенно 
повысить ростовые свойства биомассы и, в конечном 
итоге, оптимизировать качественные параметры го-
товой продукции. В настоящее время в нормативной 
документации на препарат заложен традиционно 
используемый в течение нескольких десятилетий 
температурный режим культивирования микробных 
клеток (27±1) °С, а также дополнительно (21±1) °С, 
позволивший получать бактериальное сырье как с 
исходно более высокими показателями жизнеспо-
собности микробных клеток, так и с наилучшими 
характеристиками по термо- и ксерорезистентности 
биомассы [3].

В процессе разработки и внедрения (21±1) °С 
температуры культивирования мы обратили внима-
ние на тот факт, что в ходе бактериоскопического 
контроля этапов производства на специфическую 
стерильность клетки чумного микроба Yersinia pestis 
EV были меньших размеров в сравнении с теми, ко-
торые выращивали при температуре (27±1) °С.

Целью данного сообщения является изучение 
значения морфометрических показателей клеток вак-
цины чумной живой для более глубокого понимания 
процессов, происходящих во время лиофилизации.

Материалы и методы

Исследовали образцы вакцины, приготовленные 
из биомасс, выращенных при обеих температурах 
культивирования. После чего готовили препараты 
для исследования под электронным микроскопом, 
фотографировали несколько полей зрения при ин-
струментальном увеличении ×4000. Полученные не-
гативы сканировали специальным прибором и в по-
следующем работали с цифровыми копиями.

В качестве изучаемого морфометрического по-
казателя нами был выбран поперечный размер клет-
ки. Это было обусловлено тем, что продольный 
размер имеет значительную вариабельность из-за 
постоянного роста и размножения клеток. Замеры 
поперечного сечения фотокопий клеток проводили 
с помощью компьютера в миллиметрах. Результаты 
измерений делили на инструментальное увеличение 
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микроскопа ×4000 и определяли истинное значение 
поперечного сечения клеток.

Статистическую обработку проводили обще-
принятым методом [5].

Результаты и обсуждение

Для двух температурных режимов было сделано 
44 измерения. В результате поперечный размер кле-
ток, выращенных при температуре (21±1) °С, соста-
вил (0,67±0,03) мкм, а при (27±1) °С – (0,88±0,02) мкм, 
P<0,001.

Уменьшение размеров клеток, выращенных при 
более низких температурах, может быть вызвано 
тем, что изменяется их физиологическая активность. 
Поскольку по основным параметрам (жизнеспособ-
ность, термостабильность) мы отмечали улучшение 
качества препаратов, полученных при более низкой 
температуре культивирования микробных клеток, 
можно предположить, что в этом случае в их мем-
бранных структурах (цитоплазматическая мембра-
на и мембрана клеточной стенки) липидные слои 
представлены в большей степени ненасыщенными 
жирными кислотами. Это, в свою очередь, делает 
мембраны менее уязвимыми к таким факторам, как 
замораживание при низких температурах с последу-
ющей лиофилизацией. Изложенное подтверждается 
и литературными данными [1, 4]. 

При сублимационной сушке происходят мощ-
ные газовые потоки, образующие в ампуле с 2 мл 
суспензии почти 20000 л пара, эвакуация которого 
через толщу замороженного блока, по образному вы-
ражению Б.И.Бланкова и Д.А.Клебанова [2], «бом-
бардирует» поверхность клеток миллиардами пере-
мещающихся частиц. Такая «бомбардировка» наи-
более вредное воздействие оказывает на погранич-
ные системы клеток, которые играют важную роль в 
жизнеобеспечении микробов. Поэтому уменьшение 
размеров клеток сказывается положительно при ли-
офилизации, поскольку такие клетки испытывают 
меньшее воздействие молекул пара.

Воздействие пара на клетки показано на рисун-
ке, из которого следует, что при уменьшении объема 
клеток уменьшается и площадь, на которую воздей-
ствуют потоки пара. Другая положительная сторона 
уменьшения размеров клеток заключается в том, что 
при прочих равных условиях и одинаковых концен-
трациях клеткам с меньшими размерами будет не так 
«тесно» в контейнере, в сравнении с более крупны-
ми в момент механического воздействия кристаллов 
льда, образующихся при замерзании. 

Несмотря на то, что температура культивиро-
вания (21±1) °С микробных клеток штамма ЕV не 
является традиционно оптимальной и приводит к 
уменьшению размера клеток, данная биомасса ха-
рактеризуется более высокими показателями жизне-
способности и лучше переживает процессы замора-
живания и лиофилизации, в сравнении с (27±1) °С 
культурами.

Так, исходная жизнеспособность (21±1) °С се-
рий вакцины составила в среднем (47,1±3,7) %, в то 
время как в сериях (27±1) °С регистрировался пока-
затель в (30,7±2,8) %. А термостабильность препара-
та соответственно была (12,4±0,92) и (10,8±0,1) сут.

По истечении 3 лет показатель жизнеспо-
собности микробов в ампуле (21±1) °С составил 
(34,3±3,4) %, что существенно превосходит регла-
ментированный (25 %). Наибольшее снижение жиз-
неспособности зарегистрировано у (27±1) °С образ-
цов – (18,0±2,2) %. 

По данным электронной микроскопии, процент 
поврежденных клеток в вакцинных препаратах из 
(21±1) и (27±1) °С составил соответственно (4±0,2) 
и (7,5±0,6).

Таким образом, снижение температуры куль-
тивирования биомассы чумного вакцинного штам-
ма EV в биотехнологии препарата вакцины чумной 
живой с (27±1) °С до (21±1) °С обеспечивает более 
высокие кондиции конечного продукта не только 
вследствие оптимизации биохимических механиз-
мов, препятствующих повреждающему воздей-
ствию факторов замораживания-высушивания, но 
и, очевидно, более подходящих морфологических 
параметров микробных клеток, имея в виду умень-
шение физического воздействия на менее крупные 
клеточные корпускулы в процессе возгонки моле-
кул пара при лиофилизации. 
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