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В обзоре представлены современные данные о научно-исследовательских разработках в области 
живых чумных вакцин, которые касаются получения антибиотикоустойчивых субкультур вакцинных 
штаммов, конструирования вакцинных штаммов продуцентов со сниженной реактогенностью, создание 
таблетированной формы препарата. Изложен материал по методическим приемам совершенствования 
производства чумной вакцины, в частности стабилизации числа живых микробных клеток в прививочной 
дозе коммерческой вакцины путем снижения температурного режима культивирования c 27 °С до 21 °С, 
снижения концентрации микробных клеток (м.к.) в ампуле c (5–10) × 1010 до (1–4) × 1010 в 1 мл, сокращения 
этапа лиофилизации c 28 до 18 ч, снижения количества человеко-доз в ампуле c 100–125 до 20–50, а также 
ускорения процесса получения концентрата микробных клеток (культивирование в аппарате ферментере, 
тангенциальная микрофильтрация) и подбора комбинированных (мясная и соевая питательная основа) 
питательных сред и условий их приготовления (сокращение времени ферментативного гидролиза с 14 до 3 
суток). Проанализированы тенденции совершенствования аппаратурного звена технологического процесса, 
которые заключаются в использовании аппаратов-ферментеров вместо аппарата для культивирования 
микробов Шестеренко, одноразовых мешков Flexboy, позволяющих исключить применение стеклянных бутылей 
и операцию монтажа бутылей, а также применение роботизированных сублимационных установок для сушки 
жидкой формы вакцины сухой чумной, исключающих использование низкотемпературных холодильников.
Для оценки качества конечного продукта производства живой чумной сухой вакцины, наряду с 
регламентированным методом оценки иммуногенности (расчет эффективной иммунизирующей дозы) и 
количественного учета феномена переживания белых мышей, предлагается оценка цитоэнзимохимических 
и морфометрических показателей, изменения которых характеризуют иммунологическую активность и 
состояние мобилизационной и бактерицидной способности системы фагоцитирующих клеток организма.
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The modern findings of scientific research in a live plague vaccine range such as production antibiotic-resistant sub-
cultures of the vaccine strains, design of the low-development of reaction producers vaccine strains, production of oral 
(tablet) preparation are represented in the review. 
Some techniques of production improvement live plague vaccine are formulated: stabilization of a number alive micro-
bial cells in a inoculation dose of a license vaccine by decreasing of cultivation temperature mode from 27 °С till 21°С, 
concentration of microbial cells in ampoule from (5–10) × 1010 till (1–4) × 1010 per 1 ml, reduction freezing-drying 
step from 28 till 18 h, decreasing of amount dose in ampoule from 100–125 till 20–50 and furthermore acceleration 
of production process of microbial cells concentrate (fermentation in the bioreactor, tangential microfiltration) and 
formulation combined (meat-soya nutritious base) medium and conditions of their preparation ( time reduction en-
zymatic hydrolysis from 14 till 3 days). 
The tendenceis of refinement of a technological process of equipment link were researched, such as using bioreactors 
instead of apparatus for a cultivation microbes Shesterenko, disposable bags Flexboy, which are allowed to eliminate the 
application of glass bottles and operation of a bottle assembling, also using of robotizing sublimation installations for 
drying of a liquid form of live plague vaccine, which are allowed to exclude utilization of low-temperature refrigerators.
Beside of regulating estimation method of immunogenicity (calculation of effective immunizing dose) and quantita-
tive account of a phenomenon of survival white mice the cyto-enzymochemical and morphometric rates are suggested 
to estimate the quality of ultimate product live plague dry vaccine, changes of those are charactering immunologic 
activity and state of mobilizing and bactericidal abilities of a organism phagocyte system cells. 
Key words: plague agent, live plague vaccine, immunogenicity

Одной из основных составляющих современной 
стратегии противодействия инфекционным болез-
ням является производство профилактических пре-
паратов. Применение вакцинации как средства спец-
ифической профилактики особо опасных инфекций 
в течение длительного времени свидетельствует о 
сохранении ее весомой роли в системе противоэпи-
демических мероприятий [16, 32].

Cтраны, разрабатывающие и производящие 
вакцины для специфической профилактики чум-
ной инфекции, руководствуются международны-
ми требованиями ВОЗ, которые касаются прежде 
всего безопасности и специфической активности 
препаратов, соблюдения правил их качественного 
производства (GMP) и государственного контроля 
[17, 19]. 
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Из множества предложенных для применения 
чумных аттенуированных вакцинных штаммов наи-
большим преимуществом обладает штамм Yersinia 
pestis EV, полученный французскими учеными 
G. Girard и J. Robic в результате ежемесячных пересе-
вов на питательном агаре при температуре 18–20 °С 
в течение 5 лет [35]. В 1936 г. вакцинный штамм EV 
был передан G. Girard из Пастеровского института в 
г. Антананариву (о. Мадагаскар) советским ученым. На 
территории Российской Федерации выпуск вакцины 
чумной живой (лиофилизированная живая культура 
вакцинного штамма чумного микроба Yersinia pestis 
EV линии НИИЭГ со стабилизатором) осуществляется 
сотрудниками научно-производственной лаборато-
рией чумных вакцин ФКУЗ «Ставропольский науч-
но-исследовательский противочумный институт» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека. Вакцина 
вызывает развитие специфического иммунитета дли-
тельностью до одного года. Прививкам подлежат дети 
с 2-х лет и взрослые, проживающие на энзоотичных 
территориях, а также лица, работающие с живыми 
культурами возбудителя чумы. За прошедшие деся-
тилетия живой чумной вакциной были привиты мил-
лионы людей без каких-либо серьезных осложнений 
[9, 22, 26, 30, 34].

Технология изготовления вакцины чумной живой 
– это единый сложный процесс (4 стадии и 83 опера-
ции), который предусматривает получение посевных 
культур Y. pestis EV I, II, III генерации, накопление био-
массы, выращенной в аппарате для культивирования 
микробов Шестеренко или ферментере для приго-
товления вакцинной взвеси необходимой концен-
трации с последующим розливом, замораживанием, 
сублимационным высушиванием, герметизацией и 
упаковкой препарата [27, 28].

Применяемая в настоящее время в странах СНГ 
чумная живая вакцина стимулирует напряженный 
и эффективный поствакцинальный иммунитет, 
предохраняет от гибели после заражения атипичны-
ми вариантами возбудителя чумы за счет индукции 
иммунного ответа на целый ряд антигенов, располо-
женных на клеточной поверхности как типичных, так 
и измененных бактерий [5]. Однако следует признать, 
что живая чумная вакцина обладает высокой реакто-
генностью и способностью вызывать тяжелые мест-
ные и системные реакции у здоровых вакцинируемых, 
и даже генерализованный инфекционный процесс у 
лиц со сниженным иммунным статусом [15, 38]. 

Среди научно-исследовательских разработок в 
области живых чумных вакцин выделяют следующие 
направления:

• получение антибиотикоустойчивых субкультур 
вакцинных штаммов;

• конструирование вакцинных штаммов проду-
центов со сниженной реактогенностью;

• создание оральной формы вакцины.
Получение антибиотикоустойчивых субкультур 

вакцинных штаммов, пригодных для одновременной 
специфической и экстренной профилактики при угро-
зе или возникновении эпидосложнений, связанных с 
чрезвычайными ситуациями техногенного или био-

террористического характера, является актуальным 
направлением вакцинопрофилактики. Проведены 
государственные испытания чумной живой поли-
антибиотикорезистентной вакцины (лиофилизат 
для приготовления раствора для инъекций), раз-
работанной в НИИ МО РФ (Киров)), которая на фоне 
применения антибиотиков обладает специфической 
иммунологической эффективностью, безвредностью 
и низкой реактогенностью [20, 21]. 

Одной из важных задач современной системы 
противочумной защиты населения является сниже-
ние реактогенности живой чумной вакцины. Полу-
ченный С.А. Агеевым [3] штамм Y. pestis EVΔlpxM по 
своим культурально-морфологическим свойствам 
не отличается от исходного штамма Y. pestis EV линии  
НИИЭГ, обладает меньшей остаточной вирулентно-
стью для мышей по сравнению с родительским штам-
мом Y. pestis EV НИИЭГ. Мутантный штамм способен 
к более эффективному размножению в лимфоузлах 
по сравнению с родительским штаммом, но при этом 
вызывает менее выраженное воспаление. Считается, 
что более выраженная остаточная вирулентность 
вакцинного штамма обеспечивает формирование 
более эффективного противочумного иммунитета 
[22]. Между тем, иммунизация мутантным штаммом 
Y. pestis EVΔlpxM приводит к индукции более высокого 
специфического антительного ответа на иммунодо-
минантные антигены Y. pestis F1 и V по сравнению с 
исходным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ. Кроме того, 
штамм Y. pestis EVΔlpxM предохраняет белых мышей 
от подкожного заражения вирулентной культурой 
чумного микроба в 2,5 раза более успешно по срав-
нению с эталонным штаммом EV НИИЭГ и индуци-
рует у животных формирование более напряженного 
иммунитета. Продукция фактора некроза опухолей 
a (ФНО-a) макрофагами человека и мыши после 
стимуляции их липополисахаридом (ЛПС) из Y. pestis 
EVΔlpxM была значительно ниже по сравнению с про-
дукцией ФНО-a, индуцированной ЛПС родительского 
штамма EV НИИЭГ. Снижение воспалительного ответа 
макрофагов на этапе внедрения инфекции позво-
ляет бактериальным клеткам мутантного штамма 
EVΔlpxM успешнее преодолевать фагоцитарный 
барьер и диссеминировать в организме, что и при-
водит в конечном итоге к более высокому уровню 
протективного иммунитета [3]. 

Известно, что наиболее перспективными форма-
ми живых вакцин являются таблетированные препа-
раты, состоящие из биологически активных субстан-
ций (биокомпонента) и специального наполнителя, 
обеспечивающего придание таблетке необходимых 
физико-химических и вкусовых качеств. Это в полной 
мере относится и к таблетированной форме вакцины 
чумной живой, являющейся средством экспрессной 
профилактики чумной инфекции. Технологический 
процесс получения таблетированной чумной живой 
вакцины предусматривает выполнение ряда по-
следовательных операций, направленных, в конеч-
ном итоге, на придание прессуемой смеси свойств, 
обеспечивающих получение готового препарата, 
соответствующего установленным нормативной до-
кументацией требованиям. При этом сама таблетка 
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должна полностью удовлетворять не только нор-
мативам, которые установлены для нее госфарма-
копеей как к лекарственной форме, но и содержать 
требуемое количество полноценных живых микробов 
вакцинного штамма, обеспечивающих необходимую 
иммунизирующую дозу [18]. Технологическая схема 
производства таблетированной вакцины состоит из 
следующих основных стадий: приготовление концен-
трированной суспензии клеток вакцинного штамма, 
ее обезвоживание, приготовление таблеточной массы 
и таблетки. Показателями, определяющими качество 
вакцины, являются специфическая активность и ме-
ханическая прочность таблетки. Учитывая тот факт, 
что местный иммунитет при энтеральном введении 
вакцин развивается быстрее, чем при других методах, 
то применение таблетированной формы вакцины 
может использоваться в случае необходимости бы-
строго достижения специфической устойчивости при 
опасности возможного заражения через рот.

Несмотря на то, что производство чумной вак-
цины в России осуществляется уже в течение семи 
десятилетий, до сих пор продолжаются научные ис-
следования, направленные на совершенствование его 
технологии и методов контроля [11].

Тактика совершенствования чумной вакцины 
осуществляется в направлении дальнейшей стан-
дартизации коммерческого препарата [7] посред-
ством разработки и внедрения в производство до-
полнительных условий стабилизации числа живых 
микробных клеток в прививочной дозе коммерческой 
вакцины (сохранение всех свойств микробов в тече-
ние длительного времени) и включает следующие 
методические приемы: 

• снижение температурного режима культиви-
рования до 21 °С;

• снижение концентрации микробных клеток в 
ампуле до (1–4) × 1010 в 1 мл;

• ускорение этапа лиофилизации до 18 ч;
• снижение количества человеко-доз в ампуле 

до 20–50. 
Режим культивирования вакцинного штамма при 

температуре (21 ± 1) °С, вместо регламентированных 
в производственном регламенте (ПР) на вакцину чум-
ную (27 ± 1) °С способствует большей устойчивости к 
лиофилизации на одноименном этапе производства 
препарата вакцины и позволяет получить более высо-
кий исходный показатель живых микробных клеток 
как в биомассе, так и в вакцине, полученной из нее 
[1]. Снижение температуры культивирования чум-
ного микроба до 20–25 °С способствует улучшению 
качества вакцины за счет возрастания в биомассе 
процента живых клеток, так как здесь температур-
ный фактор определяет соответствующий уровень 
физиологической и метаболической активности ми-
кробных клеток [4, 13]. Жизнеспособность препарата, 
выращенного при (21 ± 1) °С, практически во всех 
образцах превосходит в среднем в 1,5 раза таковую у 
вакцины, выращенной при (27 ± 1) °С не только после 
высушивания, но и при хранении в течение двух лет 
в условиях «холодовой цепи» при (4 ± 2) °С (p < 0,05).

Важным моментом биотехнологии производства 
чумной вакцины является оптимизация процентного 

содержания компонентов на единицу взвешенных 
в среде микробных клеток и отработка режимов 
лиофилизации, которые позволили бы достигать 
низкой потери массы при высушивании. В настоящее 
время разработаны условия стабилизации вакцины 
с густотой микробной суспензии (1–4) × 1010 вместо 
регламентированных (5–10) × 1010 м.к. в объеме 1 мл 
в ампуле [20, 21]. Регламентирован режим лиофили-
зации, предполагающий возможность сокращения 
общего времени отторжения влаги в среднем на 
10 часов (с 28 до 18 часов), что позволяет увеличить 
число живых микробных клеток в готовом препарате 
на 12–20 % и стабилизировать его в процессе хране-
ния (показатель потери в массе при высушивании не 
превышает 1,5 %) [12]. 

Разработка биотехнологии изготовления чум-
ной вакцины со сниженным числом человеко-доз 
в ампуле является удобной для проведения имму-
низации сравнительно небольших по численности 
коллективов, когда ресуспендированный препарат 
не может длительно храниться и должен быть сразу 
же использован. В настоящее время разработана 
производственная биотехнология вакцины чумной 
живой с содержанием от 20 до 50 доз в ампуле (вместо 
регламентированных 100–125), обладающая пре-
имуществом в области практического применения, 
которая заключается в удобстве при иммунизации 
небольших коллективов (от 20 до 50 человек). Пре-
парат наиболее эффективен при использовании в 
регионах с жарким климатом и специфическими усло-
виями вакцинации, например, в немногочисленных, 
расположенных на значительном расстоянии друг 
от друга точках: стойбищах скотоводов, охотников и 
т. д., а также в относительно ограниченных коллек-
тивах: лабораториях, работающих с возбудителем 
чумы, командах судов, осуществляющих заграничное 
плавание и др. [12].

Одним из способов оптимизации технологиче-
ского процесса производства является ускорение 
процесса получения концентрата микробных клеток 
с одновременным увеличением его выхода с единицы 
объема среды, что может быть реализовано при вы-
ращивании нативной культуры Y. pestis EV методом 
глубинного культивирования в аппарате-фермен-
тере. Процесс концентрирования микробной массы 
осуществляется путем микрофильтрации культуры 
чумного микроба на ультра-микрофильтрационной 
установке «Сартокон-мини» через мембраны с раз-
мером пор 0,2 мкм в режиме тангенциального по-
тока жидкости [24]. Использование этого способа в 
производственном процессе крайне необходимо в 
случае концентрирования плохо осаждаемых (седи-
ментационно-устойчивых) культур и выбракованного 
полуфабриката чумной вакцины (по концентрации 
микробных клеток), когда вследствие ряда причин 
не удается вырастить нативную культуру с требуемой 
по регламенту концентрацией микробных клеток (по 
ОСО мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича). Кроме того, 
глубинное аппаратное выращивание в ферментерах с 
жидкими питательными средами на основе гидроли-
затов казеина считают наиболее продуктивным и тех-
нологичным методом культивирования бактерий [31].
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Следует отметить, что при производстве препара-
та вакцины чумной живой требуются качественные 
чувствительные питательные среды, обеспечиваю-
щие потребности роста чумного микроба. Разработка 
белковых гидролизатов, как основы для производ-
ства питательных сред, до настоящего времени при-
влекает внимание исследователей. При конструиро-
вании питательных сред важным начальным этапом 
является выбор оптимальных белковых питательных 
основ, которые во многом определяют качество ко-
нечного продукта. Условия гидролиза мясного сырья 
для приготовления питательных сред оказывают 
влияние на степень расщепления азотистых веществ. 
В связи с тем, что согласно существующим методикам 
[29] гидролиз целесообразно проводить в течение 
8–14 суток, то весьма актуальным является констру-
ирование питательных сред на основе гидролизатов 
мяса, полученных ускоренным способом (3 суток). 
Такие питательные среды по биологическим показа-
телям равноценны средам из мясных основ, подверг-
шихся ферментативному гидролизу традиционным 
способом, а также коммерческим аналогам [23].

Одним из возможных вариантов оптимизации 
производства препарата вакцины чумной живой 
является необходимость поиска более дешевых ис-
точников белкового сырья, поскольку использование 
мяса в традиционных технологиях приготовления пи-
тательных сред увеличивает себестоимость послед-
них. На основе сравнительного изучения культураль-
ных, физико-химических свойств и аминокислотного 
состава питательных основ предложена технология 
приготовления питательных сред для культивирова-
ния чумного микроба из гидролизатов сои (бобов) и 
продуктов ее переработки, показано преимущество 
использования комбинированных мясных и соевых 
питательных основ для приготовления питательных 
сред, предназначенных для получения жизнеспособ-
ной биомассы чумного микроба [31].

Для оптимизации технологического процесса вы-
пуска живой чумной вакцины, учитывая современные 
технологии, в качестве альтернативы стеклянным 
бутылям предлагается использовать мешки Flexboy 
для подготовки, хранения и транспортировки про-
межуточных и конечных продуктов вакцинного 
производства. Для максимальной гибкости процес-
са мешки снабжены термопластичными шлангами 
из термоэластопласта, что обеспечивает их гибкое 
встраивание в технологический процесс [36].

Иммуногенность является одним из основных 
критериев качества конечного продукта в вакцинном 
производстве. Наряду с регламентированным опре-
делением иммуногенности посредством двукратного 
инфицирования животных и расчетом эффективной 
иммунизирующей дозы [27, 28], предлагается способ, 
основанный на количественном учете феномена 
переживания белых мышей. Этот метод позволяет 
исключить двухэтапное инфицирование экспери-
ментальных животных и сократить сроки получения 
результатов исследования до 14–18 суток. Показате-
ли иммуногенности, полученные при использовании 
предлагаемого метода, строго коррелируют с показа-
телями ЕД50 изучаемых культур [6].

Использование системно-функционального по-
хода в оценке иммунного ответа позволит опреде-
лить способность каждого звена иммунной системы 
организма (фагоцитоза, клеточного и гуморального 
иммунитета) выполнять свои биологические функ-
ции, для оценки которых Р.М. Хаитовым с соавт. [33] 
разработана специальная технология определения 
поглощения, киллинга, переваривания микробов, 
а также метод идентификации антигенспецифиче-
ских CD3+CD8+ Т-киллеров с помощью проточной 
цитометрии. 

В качестве косвенных показателей иммуноло-
гической перестройки при вакцинальном процессе 
рядом исследователей предлагается использовать 
оценку цитоэнзимохимических показателей по-
лиморфноядерных лейкоцитов в различных типах 
инфекционно-вакцинального процесса по активности 
миелопероксидазы (МПО) и содержанию нефермент-
ных катионных белков (НКБ). Установлено, что после 
заражения иммунных к чуме белых мышей защитная 
функция бактерицидных факторов ПЯЛ перифериче-
ской крови обеспечивается обеими системами: МПО 
и НКБ. Изменение этих показателей может служить 
основанием для характеристики иммунной актив-
ности организма в течение инфекционного про-
цесса, а также позволяет оценить степень реакции 
на введение вакцинного штамма, которая говорит о 
формировании иммунитета [1, 8, 25].

Установлено, что ключевая роль в создании 
противочумного иммунитета принадлежит клеточ-
ным факторам иммунитета. Поэтому для оценки 
иммуногенности живой чумной вакцины возможно 
использовать иммунологические показатели, в 
частности определение фагоцитарной активности 
в тесте с нитросиним тетразолием (НСТ-тест). Ре-
зультаты этого исследования отражают активность 
НАДФ-Н-оксидазы лейкоцитов, ответственной за 
восстановление НСТ в нерастворимый диформазан и 
характеризуют состояние мобилизационной способ-
ности и микробицидной активности [33, 37]. 

Для оценки ответной реакции макроорганизма 
на введение живой чумной вакцины рядом иссле-
дователей предлагается характеристика изменений 
показателей клеточного состава иммунокомпетент-
ных органов. Так, использование морфометриче-
ского метода для оценки морфофункционального 
состояния систем организма позволяет количе-
ственно характеризовать изменения клеточных по-
пуляций и взаимоотношения отдельных органных 
структур [2, 29]. По данным С.А. Витязевой с соавт. 
[10], изменения клеточного состава (увеличение 
бластоцитарной и плазмоцитарной активности, 
гиперплазия ретикулярной ткани, лимфоидная 
гиперплазия) лимфоидных фолликулов селезенки 
и лимфоузлов свидетельствуют об усилении им-
муноцитопоэтических функций органов иммунной 
системы, что является важным показателем пере-
стройки организма при иммунизации живой чумной 
вакцины [10].

Уставлено, что вакцинация людей против чумы 
вызывает однотипные митоген- и антиген-индуци-
рованную продукцию интерферона гамма (IFN-γ) 



ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2013, ¹ 2 (90), Часть 2 

Научные обзоры         195

как в смешанной популяции лимфоцитов, так и в 
культуре клеток крови. В связи с этим, предложено 
использование параметров индуцированной про-
дукции цитокина IFN-γ в качестве критерия оценки 
противочумного иммунитета у людей [14].

Таким образом, резюмируя вышеизложенное, 
можно сделать вывод, что разрабатываемые и вне-
дренные в настоящее время способы оптимизации 
технологического процесса производства препарата 
живой чумной сухой вакцины позволят улучшить 
качество готового препарата. Предлагаемые имму-
нологические тесты для оценки иммуногенности ко-
нечного продукта живой чумной вакцины могут лечь 
в основу составления надежного алгоритма оценки 
степени реакции организма на введение вакцинного 
штамма, которая свидетельствует о формировании 
иммунитета.
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