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Применяемые при производстве живой чумной 
вакцины технологические приемы оказывают значи-
тельное влияние на жизнеспособность микробных 
клеток вакцинного штамма Y. pestis EV. Количество 
жизнеспособных микроорганизмов в процессе лио-
филизации и хранения зависит от многих факторов: 
условий культивирования, фаз роста, концентрации 
в суспензии, используемой защитной среды, техно-
логии высушивания, температуры, сроков хранения 
и способов выведения клеток из анабиоза [2].

Биотехнология производства чумной вакцины 
основана на температуре культивирования биомассы 
(27±1) °С [7]. Однако согласно литературным дан-
ным [1], температура выращивания чумного микро-
ба 20–25 °С стимулирует биологическую активность 
возбудителя чумы, что может значительно улучшить 
качество вакцины за счет увеличения в биомассе про-
цента живых микробных клеток. Ранее проведенные 
опыты по отработке температурных режимов культи-
вирования биомассы в биотехнологии производства 
вакцины чумной живой при (21±1) °С в сравнении 
с регламентированной (27±1) °С показали, что тем-
пература выращивания существенно влияет на коли-
чество жизнеспособных микробных клеток в гото-
вом препарате. При этом температура выступает как 
фактор, влияющий на биосинтетические процессы в 
цитоплазматических мембранах клеток за счет уве-
личения содержания ненасыщенных жирных кислот, 
накопление которых в мембранах клеток способству-
ет их большей устойчивости к лиофилизации [4, 5].

Вместе с тем экспериментально доказано, что 
вакцина с целенаправленно уменьшенной концен-
трацией микробных клеток в суспензии обладает ка-
чественными характеристиками (жизнеспособность, 
термостабильность, содержание живых микробов в 
человекодозе), превосходящими стандартные ком-
мерческие образцы [2, 3, 6]. Это происходит вслед-
ствие более сбалансированного соотношения ми-
кробных клеток и защитной среды, а также возмож-
ности достичь в регламентированных пределах со-
стояния более глубокого анабиоза живых клеток при 
лиофилизации за счет уменьшения объема суспензии 

вакцины с 2,0 до 1,0 мл в ампуле. В настоящее время 
разработана и внедрена вакцина чумная живая с со-
держанием от 20 до 50 человекодоз в ампуле, полно-
стью соответствующая требованиям регламента про-
изводства данного препарата [3]. 

Материалы и методы

Экспериментальные образцы вакцины чумной 
живой были приготовлены при сочетанном воздей-
ствии на микробные клетки штамма Y. pestis EV обо-
их указанных выше факторов: температурных и ко-
личественных.

Изучены показатели жизнеспособности и термо-
стабильности экспериментальных образцов препара-
та, полученных при температуре культивирования 
биомассы (21±1) °С, имеющих различную концен-
трацию суспензии (около 20 и 80 млрд м.к./мл) и объ-
ем в ампуле (1,0 и 2,0 мл соответственно). Для кон-
троля параллельно проверяли показатели образцов, 
полученных при регламентированной температуре 
выращивания (27±1) °С с аналогичными параметра-
ми оптической концентрации и объема суспензии. 

Жизнеспособность и термостабильность микро-
бов определяли культуральным методом [7]. Вакцину 
выращивали одномоментно на одной серии агара 
Хоттингера (рН 7,1±0,1), что исключило влияние 
ростовых качеств питательной среды на отдельные 
образцы препарата. В полученных сериях вакцины 
определяли жизнеспособность микробных клеток во 
время розлива и после сушки, а также в процессе хра-
нения (в течение 2 лет) при температуре (4±2) °С.

Результаты и обсуждение

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что температура выращивания вакцинного 
штамма оказывает существенное влияние на пока-
затели жизнеспособности биомассы даже до этапа 
лиофильного высушивания, а жизнеспособность 
препарата, выращенного при (21±1) °С, практически 
во всех образцах превосходит таковую у вакцины, 
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выращенной при (27±1) °С, оставаясь более высокой 
и после сушки (табл. 1). 

Отдельного внимания заслуживает анализ пока-
зателей жизнеспособности образцов в зависимости 
от количественных параметров вакцины в ампуле. В 
пределах каждой группы (по температуре выращи-
вания) существенной разницы в жизнеспособности 
готовых образцов не отмечается. В то же время при 
сравнительном анализе сходных по параметрам об-
разцов вакцины между группами с различными тем-
пературами культивирования суспензии, четко реги-
стрируется преимущество вакцин, выращенных при 
(21±1) °С, особенно у образцов со сниженной кон-
центрацией микробных клеток и объемом суспензии 
в ампуле (t=4,3). 

Сравнительная характеристика жизнеспособно-
сти образцов чумной вакцины в процессе длительно-
го (2 года) хранения при температуре (4±2) °С пока-
зала, что во все сроки исследования этот показатель 
был выше у вакцины, выращенной при (21±1) °С. 
При этом уровень жизнеспособности в эксперимен-
тальных сериях даже через два года хранения превы-
шал показатель в 35 %, а в контрольных образцах в 
те же сроки он не достигал даже регламентирован-
ной нормы в 25 %. 

Следует особо отметить, что у исследованных 
образцов экспериментальной вакцины, приготовлен-
ной со снижением концентрации и объема суспензии 
в ампуле, во все сроки наблюдения разница в пока-
зателях жизнеспособности была существенно выше, 
чем у регламентированных аналогов (табл. 2).

Помимо анализа жизнеспособности, были прове-
дены исследования по сравнительному изучению тер-
мостабильности для экспериментальных (21±1) °С и 

контрольных (27±1) °С образцов живой чумной вак-
цины, имеющих концентрацию 19–21 млрд м.к./мл и 
разлитых по 1 мл в ампулу. В целом показатель тер-
мостабильности оказался выше у вакцины, получен-
ной при температуре культивирования (21±1) °С, со-
ставляя в среднем 11 сут, а у некоторых образцов он 
достигал величины 14,3 сут на фоне более высоких 
показателей биологической концентрации. При этом 
у (27±1) °С аналогов показатель термостабильности 
находился в пределах 10 сут. 

Для дополнительной объективизации получен-
ных данных по динамике жизнеспособности микроб-
ных клеток изучаемых образцов вакцины в процессе 
хранения представляло интерес определение этих же 
показателей под влиянием длительного воздействия 
повышенной температуры.

В условиях длительного экстремального тем-
пературного воздействия в процессе хранения об-
разцов при температуре (37±1) °С в течение 30 сут 
жизнеспособность микробных клеток в исследуе-
мых препаратах уменьшалась. Динамика изменений 
представлена на рисунке. 

В целом серии, полученные при температуре 
культивирования (21±1) °С, обнаруживали большую 
устойчивость к температурному стрессовому факто-
ру, причем наиболее устойчивыми оказались образ-
цы с меньшей концентрацией и объемом суспензии 
в ампуле, которые также имели меньшие показате-
ли потери в массе при высушивании (1,6 % против 
2,7 % – у контрольных). Динамика отмирания живых 
микробов в вакцине при экстремальных условиях 
(хранение при (37±1) °С коррелирует с изменением 
процента живых микробов в процессе длительного 
хранения при (4±2) °С. При этом на 20‑е сутки хра-

Таблица 1

Жизнеспособность вакцины чумной живой, полученной при различных температурных  условиях 
и количественно-объемных параметров до и после этапа лиофильного высушивания

Количество определений

Жизнеспособность, %

Оптическая концентрация 20 млрд/мл,  
объем в ампуле 1 мл

Оптическая концентрация 80 млрд/мл,  
объем в ампуле 2 мл

до лиофилизации после лиофилизации до лиофилизации после лиофилизации

Выращена при (27±1) °С

3 36,4±2,1 26,8±3,0 46,4±0,3 28,1±0,9

3 43,1±0,8 30,8±2,6 41,3±1,4 30,6±3,1

М±m 39,8±3,3 28,8±2,0 43,8±2,6 29,4±1,3

Выращена при (21±1) °С

3 67,0±3,7 43,8±4,8 42,7±0,9 36,1±1,7

3 48,1±1,3 35,2±2,6 62,3±2,4 53,4±4,8

3 54,3±3,9 49,2±7,3 - -

3 50,1±1,7 37,7±3,5 - -

3 46,6±2,2 38,4±3,0 - -

3 52,9±1,1 46,1±2,0 - -

М±m 53,2±3,0 41,7±2,2 52,9±9,8 44,8±8,7

t 3,0 4,3 0,9 1,8

П р и м еч а н и е . Прочерк – оптическая концентрация не определялась.
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нения при (37±1) °С происходит закономерное сни-
жение количества живых микробных клеток в образ-
цах, что сравнимо с уменьшением жизнеспособно-
сти через 1 год хранения вакцины в условиях соблю-
дения «холодовой цепи». На 30‑е сутки нахождения 
образцов в экстремальных условиях жизнеспособ-
ность клеток еще более снижается, но при этом четко 
прослеживается тенденция большей устойчивости 
к отмиранию микробных клеток в образцах вакци-
ны, полученных при температуре культивирования 
(21±1) °С по сравнению с (27±1) °С образцами, что 
соответствует большей устойчивости и при длитель-
ном хранении вакцины при (4±2) °С в течение 2 лет.

Таким образом, полученные результаты пока-
зали, что температура культивирования вакцинного 
штамма Y. pestis EV, как и изменение концентрации 

и объема суспензии в ампуле, оказывают большое 
влияние на такие качественные показатели готового 
препарата, как жизнеспособность и термостабиль-
ность. Наилучших результатов в биотехнологии про-
изводства чумной живой вакцины удается достичь 
при сочетанном воздействии на микробную суспен-
зию оптимальных температурных и количественных 
параметров.
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Таблица 2

Анализ жизнеспособности вакцины чумной живой, полученной при различных условиях культивирования  
из разной оптической концентрации микробной суспензии, в процессе хранения при (4±2) °С

Количество определений

Жизнеспособность, %

Оптическая концентрация 20 млрд/мл,  
объем в ампуле 1 мл

Оптическая концентрация 80 млрд/мл,  
объем в ампуле 2 мл

после сушки через 1 год через 2 года после сушки через 1 год через 2 года

Выращена при (27±1) °С

3 26,8±3,0 24,3±0,8 24,2±1,2 28,1±0,9 24,4±1,2 24,1±1,6

3 30,8±2,6 30,2±0,3 25,0±1,3 30,6±3,1 25,2±1,6 24,7±3,4

М±m 28,8±2,0 27,3±3,0 24,6±0,4 29,4±1,3 24,8±0,4 24,4±0,3

Выращена при (21±1) °С

3 35,2±2,6 32,4±1,2 30,1±2,4 36,1±1,7 34,3±0,6 29,3±3,6

3 49,2±7,3 43,6±3,9 39,8±0,8 53,4±4,8 44,5±2,2 42,9±1,3

3 43,8±4,8 40,2±0,5 36,6±2,2 - - -

3 37,7±3,5 35,8±1,9 29,1±1,2 - - -

3 38,4±3,0 38,1±1,6 35,2±0,7 - - -

3 46,1±2,0 45,0±4,1 40,9±1,8 - - -

М±m 41,7±2,2 39,2±1,9 35,3±2,0 44,8±8,7 39,4±5,1 36,1±6,8

t 4,3 3,4 5,2 1,8 2,9 1,7

П р и м еч а н и е . Прочерк – оптическая концентрация не определялась.

Динамика отмирания живых микробов в чумной вакцине,  
полученной при различных сочетаниях биологических  

и количественных параметров:
 ▲ – 22 °С, 1 мл; ■ – 22 °С, 2 мл;  □ – 28 °С, 1 мл; 

 × – 28 °С, 2 мл
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Comparative analysis of specified indices (viability, thermostability) 
of plague live vaccine preparations, produced in accordance with different 

biotechnological production schemes, have been carried out. Shown is that 
the combination of optimal temperature for Yersinia pestis strain EV biomass 
propagation (21±1) °C as well as optimal concentration proportion of bacteria 
and stabilizer in suspension with decreased optical density and volume facili-
tates effectual moisture removal out of preparation, thus stabilizing microbial 
cells viability index in the process of storage.
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