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вакцинопрофилактика является одним из наи-
более развитых направлений противоэпидемической 
защиты. в рФ для специфической профилактики 
туляремии применяют туляремийную живую сухую 
вакцину, которая в 2011 г. приказом министерства 

здравоохранения и социального развития рФ (№ 51н 
от 31 января 2011 г.) включена в национальный ка-
лендарь профилактических прививок по эпидемиче-
ским показаниям. 

в этой связи становится очевидным необходи-
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цель исследования. разработка и апробация новых биотехнологических приемов в технологии по-
лучения живой туляремийной вакцины. материалы и методы: Штамм Francisella tularensis 15 нииэг 
использовали в качестве штамма-продуцента, штамм F. tularensis 503 – в качестве тест-заражающего. 
проводили культивирование штамма-продуцента на плотных и жидких питательных средах, тангенци-
альную ультрафильтрацию на ультра-микрофильтрационной установке «вива-флоу», лиофилизацию 
в сублимационной сушильной установке FreeZone 2,5 L. результаты и обсуждение. использование 
сконструированной жидкой питательной среды на основе ферментативного гидролизата фибрина и при-
менение глубинного культивирования штамма-продуцента позволило увеличить выход биомассы. на 
этапе концентрирования культуры туляремийного микроба методом микрофильтрации через мембраны 
с размером пор 0,2 мкм в режиме тангенциального потока жидкости увеличено содержание микробных 
клеток и проведено освобождение от остатков питательной среды. проведенный сравнительный ана-
лиз полученных по экспериментальной технологии лабораторных серий вакцины с коммерческим пре-
паратом вакцины туляремийной живой показал их соответствие нормативным свойствам. установлено, 
что применение новой жидкой питательной среды, глубинного культивирования, способов концентри-
рования и сепарации биомассы не оказывает отрицательного влияния на основные свойства живой 
туляремийной вакцины и в дальнейшем позволит в значительной степени повысить технологичность 
производства. 
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Objective of the study was to develop and test new biotechnological approaches for live tularemia vaccine production. Materials 
and methods: Francisella tularensis 15 NIIEG strain was used as producer-strain; Francisella tularensis 503 strain – as test infect-
ing one. Producer strain was cultivated on solid and liquid nutrient media. Tangential ultrafiltration was performed with the help of 
microfiltration module “Viva-flow”. Lyophilization was conducted using drying installation – Free Zone 2.5 L. Results and discus-
sion: Application of the designed liquid nutrient medium on the basis of enzymatic fibrin hydrolysate and submerged cultivation of 
the producer-strain has allowed for a significant biomass yield increment. At the stage of tularemia microbe culture concentration via 
microfiltration through filtering membranes with pore size of 0.2 µm, in the mode of tangential liquid flow, increased has been the 
content of microbe cells; the nutrient media residues – removed. Comparative analysis of the obtained in accordance with experimental 
technique laboratory series of the vaccine and commercial preparation of live tularemia vaccine has demonstrated their conformity 
with the specific normative properties. It is established that application of modified liquid nutrient medium, submerged cultivation 
conditions, methods of biomass concentration and separation has no negative influence on the main properties of live tularemia vac-
cine and will provide for considerable produce-ability increase in the future. 
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мость совершенствования технологии производства 
живой туляремийной вакцины (жтв). основным 
компонентом вакцины туляремийной живой сухой 
являются клетки вакцинного штамма Francisella tu-
larensis 15 линии нииэг.

поиском новых штаммов-кандидатов для живой 
туляремийной вакцины занимаются как отечествен-
ные [3, 4, 6], так и зарубежные исследователи [8, 9, 
10, 11, 12, 13]. в настоящее время новая живая туля-
ремийная вакцина не зарегистрирована. 

наша работа по совершенствованию этапов 
производства живой туляремийной вакцины про-
водилась в следующих направлениях оптимизации 
производственного процесса: разработка высокоэф-
фективных жидких питательных сред для глубин-
ного культивирования штамма-продуцента; подбор 
условий глубинного культивирования; применение 
щадящих методов концентрирования и сепарации 
для сохранения максимальной жизнеспособности и 
иммуногенности вакцины. 

материалы и методы

в работе использовали штамм-продуцент F. tu-
larensis 15 линии нииэг, заражающий тест-штамм 
голарктического подвида F. tularensis 503. Штаммы 
получены из государственной коллекции патоген-
ных бактерий «микроб». проведенный контроль 
свойств штамма-продуцента F. tularensis 15 нииэг 
и заражающего тест-штамма F. tularensis 503 пока-
зал их соответствие требованиям, предъявляемым 
му 3.3.1.2161-07 

в качестве плотной питательной среды на этапах 
подготовки культуры и анализа ее свойств использо-
вали FT агар (гнц пбм, оболенск). 

культивирование на экспериментальной жид-
кой питательной среде проводили на биореакто-
ре с рабочим объемом 14 л, на термостатируемом 
шейкере-инкубаторе «Multitron II» в культуральных 
колбах объемом 2 и 3 л. концентрацию микробных 
клеток измеряли по отраслевому стандартному об-
разцу мутности – осо мутности 42-28-85-п (10 ме) 
Фгбу нцэсмп минздравсоцразвития россии, эк-
вивалентной концентрации 5 млрд кл. мл–1. жизне-
способность определяли высевом на пластин-
ки с FT агаром, учет проводили в течение 5 сут. 
тангенциальную ультрафильтрацию проводили на 
ультра-микрофильтрационной установке «вива-
флоу» через мембраны с размером пор 0,2 мкм. 
лиофилизат получали в сублимационной сушильной 
установке FreeZone 2,5 L. температура коллектора – 
85 °с. значение вакуума при проведении процес-
са сушки – 0,133 мваr. проверку иммуногенности, 
безопасности и прививаемости вакцины проводили 
на модели морских свинок. в качестве заражающего 
штамма использовали штамм голарктического под-
вида F. tularensis 503 (LD50 2 м.к.). время наблюде-
ния после заражения вакцинированных и контроль-
ной групп составляло 30 сут.

 результаты и обсуждение

в технологии производства живой туляремийной 
вакцины получение биомассы осуществляют на по-
лужидких питательных средах в культуральных фла-
конах с аэрацией [5]. в условиях глубинного культи-
вирования на биореакторе эффективно использование 
жидких питательных сред. в связи с этим проведена 
работа по конструированию жидкой питательной сре-
ды для накопления биомассы туляремийного микро-
ба. в результате сконструирована питательная среда 
на основе ферментативного гидролизата фибрина для 
глубинного культивирования туляремийного микро-
ба. использование этой питательной среды позволяло 
накапливать и получать в течение (20±2) ч высокую 
концентрацию, до (35±0,5) млрд м.к. в 1 мл среды, 
жизнеспособной, кое (62±20) %, биомассы F. tula-
rensis. степень диссоциации составляла менее 5 % 
(отмечено (97±1) % SR – белых) иммуногенных коло-
ний от общего количества выросших. культурально-
морфологические признаки были типичные для ту-
ляремийного микроба: мелкие кокковидные палочки, 
неподвижные, грамотрицательные. культура агглю-
тинировалась туляремийной сывороткой до титра 
1:3200. показатель эффективности среды на основе 
гидролизата фибрина был в 2 раза выше по сравне-
нию со средой, полученной на основе панкреотиче-
ского гидролизата рыбокостной муки. использование 
в составе жидкой среды гидролизата фибрина, яв-
ляющегося отходом сывороточно-вакцинного произ-
водства, позволяет утилизировать отходы и снижает 
загрязнение внешней среды, а также повышает рен-
табельность производства вакцины за счет исполь-
зования экономически выгодной питательной среды. 
сконструированная питательная среда расширяет 
спектр питательных сред для накопления бактериаль-
ной массы F. tularensis в условиях глубинного культи-
вирования. на разработанную питательную среду был 
получен патент на изобретение [1]. 

введение в технологический процесс выращива-
ния туляремийного микроба дополнительных опера-
ций отъемно-доливного метода в экспоненциальной 
фазе роста [7] позволило при однократной подготов-
ке посевного материала увеличить выход биомассы, 
что привело к сокращению временных затрат и дало 
возможность получить максимальное количество 
биомассы с однотипными свойствами. 

следующим этапом было совершенствование 
сепарации выращенной биомассы с целью получения 
высококонцентрированной, не контаминированной 
посторонней микрофлорой, жизнеспособной клеточ-
ной массы. для этого разработан способ концентри-
рования микробной массы путем микрофильтрации 
культуры туляремийного микроба через мембраны с 
размером пор 0,2 мкм в режиме тангенциального по-
тока жидкости. возможность использования микро-
фильтрационного концентрирования микробных кле-
ток туляремии в режиме тангенциального потока жид-
кости установлена нами экспериментальным путем.
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культуру F. tularensis вакцинного штамма 15 
нииэг выращивают методом глубинного культиви-
рования на подготовленной жидкой питательной сре-
де при температуре 37 °с в течение (20±2) ч. после 
окончания процесса культивирования нативная куль-
тура F. tularensis вакцинного штамма 15 нииэг име-
ет следующие характеристики: рн 7,0±0,1, концен-
трация микробных клеток (35±0,50) млрд кл. мл–1 (по 
осо мутности 42-28-85-п (10 ме) Фгбу нцэсмп 
минздравсоцразвития россии, эквивалентной кон-
центрации 5 млрд кл. мл–1), коэффициент жизнеспо-
собности (62±0,5) %, посторонняя микрофлора от-
сутствует. далее полученную микробную суспензию 
F. tularensis подвергают тангенциальной микрофиль-
трации на ультра-микрофильтрационной установке 
«вива-флоу» через мембраны с размером пор 0,2 мкм 
до сокращения объема микробного осадка в четыре 
раза. при необходимости добавляют в концентрат 
стерильный 0,9 % раствор натрия хлорида до вос-
становления исходного объема нативной культуры и 
процесс концентрирования повторяют. полученный 
концентрат микробных клеток имел следующие ха-
рактеристики: рн 7,2±0,1, концентрация микробных 
клеток – (135±1,0) млрд кл. мл–1 (по отраслевому 
стандарту мутности Фгбу нцэсмп), коэффици-

ент жизнеспособности – (60±0,1) %, посторонняя 
микрофлора отсутствует. контроль специфической 
стерильности фильтрата свидетельствовал об отсут-
ствии в нем туляремийного микроба, что говорит о 
правильном подборе размера пор мембран.

в результате получали концентрат микробных 
клеток туляремийного микроба пригодный по своим 
характеристикам для получения живой туляремий-
ной вакцины. в полученном концентрате не проис-
ходило ухудшения характеристик (в сравнении с на-
тивной культурой F. tularensis вакцинного штамма 
15 нииэг после ее глубинного культивирования). 
в частности, рн и коэффициент жизнеспособности 
оставались на прежнем уровне и не происходило 
контаминации посторонней микрофлорой, а концен-
трация увеличивалась в 3–4 раза. на данное изобре-
тение получен патент [2]. 

в результате по усовершенствованной техноло-
гии получено 10 лабораторных серий эксперимен-
тальной живой туляремийной вакцины (эжтв). из 
них 4 серии прошли контроль на соответствие нор-
мативным показателям. результаты основных пока-
зателей представлены в таблице.

в течение 2 лет (2014–2015 гг.) проводили анализ 
стабильности препарата эжтв по показателям спе-

Экспериментальная вакцина туляремийная живая сухая

показатель метод норма сер. 005 сер. 006 сер. 009 сер. 010

описание визуальный пористая желтовато-белая масса + + + +

подлинность иммуно-
флуоресцентный

должна быть чистая культура вакцинного 
штамма туляремийного микроба

+ + + +

время растворения, мин визуальный в течение 3 мин 0,5 0,5 0,5 0,5 

рн потенциометрический, 
гФ хII

7,0+0,2 7,1 7,2 7,2 7,1

размер частиц гФ хI суспензия должна свободно проходить  
в шприц через иглу № 0840

+ + + +

отсутствие посторонней 
микрофлоры

бактериологический не должна содержать посторонних  
бактерий и грибов

+ + + +

безопасность биологический должна быть безвредной + + + +

специфическая активность

концентрация микробных 
клеток, м.к.

визуальный от 1·1010 до 3·1010 м.к. в 1 мл 1,2·1010 1,2·1010 3·1010 3·1010

живые микробные клет-
ки, %

бактериологический не менее 40 % 
 число SR (белых) иммуногенных  

колоний не менее 80 %

40 42 47 48

степень диссоциации, % 96 98 92 87

количество накожных доз по разделу 
«специфическая  

активность»

от 15 до 50 накожных доз в ампуле 15 21 47 63

прививаемость, мм биологический при накожной иммунизации морских  
свинок (м.св.) дозой 2·107 живых м.к.  

в 0,1 мл должна вызывать реакцию  
в виде инфильтрата и гиперемии  

диаметром от 5 до 15 мм вокруг насечек

5 5 9 10 

иммуногенность биологический не менее 8 из 10 морских свинок,  
привитых накожно 2·107 живых м.к.  

в объеме 0,1 мл, должны быть  
предо хранены от гибели при подкожном 
заражении 1000 Dcl тест-заражающего 

штамма туляремийного микроба  
голарктической расы, 1 Dcl которого  

не должна превышать 5 м.к.

10 из  
10 м.св. 
живы

8 из 10 м.св. 
живы

10 из  
10 м.св. 
живы

9 из 10 м.св 
живы

примечание :  «+» – соответствие нормативным показателям, «–» – несоответствие нормативным показателям.
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цифической активности. было установлено, что жиз-
неспособность снижается до 30–35 % к концу перво-
го года и до 10–15 % к концу второго года хранения 
при 4 °с. это может быть связано с условиями сушки 
препарата (проводили в сублимационной сушильной 
установке FreeZone 2,5 L) и запайки ампул (без вакуу-
ма). для решения вопроса стабильности необходимо 
проведение дальнейших исследований по оптимиза-
ции условий сушки микробной массы для получения 
готовой лекарственной формы препарата. 

таким образом, применение новой жидкой пи-
тательной среды, глубинного культивирования, спо-
собов концентрирования и сепарации биомассы, а 
также оптимизированных условий сушки позволит 
в значительной степени повысить технологичность 
производства живой туляремийной вакцины.

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