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Оптимизированная защитная среда высушивания повысила стабильность жизнеспособных микроорганизмов 
в вакцине в процессе длительного хранения. 
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Листериоз является широко распространенной 
инфекционной болезнью, наносящей значительный 
ущерб животноводству, и представляет серьезную 
угрозу здоровью людей. Сложность борьбы с этой 
инфекцией обусловлена особенностями биологии 
ее возбудителя, наличием большого числа как па-
тогенных, так и непатогенных штаммов. Экономи-
ческий ущерб от листериоза связан с большой ле-
тальностью, снижением продуктивности живот-
ных, абортами, а также затратами на ветеринарно-
санитарные ограничительные мероприятия. Листе-
риоз животных зарегистрирован в 82 странах, Рос-
сия входит в их число. 

Промышленное производство биопрепаратов 
представляет собой сложный комплекс взаимосвя-
занных технологических процессов. При производ-
стве биопрепаратов можно выделить следующие 
технологические процессы: очистка и стерилизация 
газов, приготовление посевного материала, приго-
товление питательных сред, культивирование мик-
роорганизмов, концентрирование и ресуспендиро-
вание бактериальной массы, инактивация микроб-
ной массы, стандартизация вакцины, расфасовка 
вакцины, лиофильное высушивание биопрепаратов, 
укупорка и закатка флаконов или запайка ампул, 
этикетировка и упаковка готовой продукции. 

Сублимационное высушивание является конеч-
ной стадией производства сухих биопрепаратов, 
при этом важное значение отводится защитным 
средам, которые влияют не только на процесс вы-
сушивания бактериальной массы, но и на сохра-
няемость её свойств, особенно при длительном 
хранении. Поэтому, разработка оптимальных за-
щитных сред, которые могут обеспечить высокую 
эффективность биологических препаратов по окон-
чании сублимационной сушки и при последующем 
хранении, является насущной проблемой. 

Особое значение для ветеринарной практики 
имеет высушивание живых микробных вакцин, по-
зволяющее длительно сохранять иммуногенные 
свойства этих препаратов.  
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В качестве защитной среды высушивания при-
меняются среды с различными компонентами. Ши-
рокое применение в биологической промышленно-
сти нашли сахарозо-желатиновые защитные среды. 

Эффективность защитной среды при высушива-
нии противобактерийных препаратов зависит не 
только от состава среды, но и от соотношения кон-
центраций стабилизаторов. Если раньше подбор 
защитной среды являлся полностью эмпирическим, 
то в настоящее время для подобных целей широко 
используют математические методы планирования 
эксперимента. Обычно к исследованию принимают 
не более 4-5 факторов. Если необходимо исследо-
вать большее число разнородных факторов, то про-
водят 2 или более экспериментов, группируя для 
каждого из них по возможности однородные фак-
торы. 

В связи с вышеизложенным, весьма актуальной 
задачей при производстве вакцин против листерио-
за сельскохозяйственных животных является опти-
мизация защитных сред высушивания. 
 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Исследования проводились в отделе противо-
бактерийных препаратов ВНИТИБП. Для работы 
использовались вакцинные штаммы листерий. 
Культивирования листерий проводились в лабора-
торных ферментерах АНКУМ-2М, оснащенных 
системами контроля и регулирования основных па-
раметров выращивания – температура, рН, окисли-
тельно-восстановительный потенциал (еН), парци-
альное давление растворенного кислорода (рО2). 

Образцы культуры исследовали в динамике рос-
та по следующим показателям: морфология, опти-
ческая плотность, концентрация жизнеспособных 
клеток, культурально-биохимические свойства бак-
терий, а также определяли длительность фаз роста, 
максимальную удельную скорость роста листерий 
и время генерации. 

Морфологию культуры листерий анализировали 
путем микроскопирования мазков, окрашенных по 
Граму. Культуральные свойства определяли путем 
высева культуры на мясопептонный агар (МПА) и 
мясопептонный бульон (МПБ). Жизнеспособность 
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листерий определяли методом последовательного 
титрования на чашках Петри с МПА. 

Для определения длительности фаз роста листе-
рий, максимальной удельной скорости, минималь-
ного времени удвоения (генерации) использовали 
графический метод. 

Концентрирование бакмассы листерий осущест-
вляли с помощью лабораторных центрифуг К-70Д 
и S-60, суперцентрифуги СГО-100. Замораживание 
вакцины производили в холодильных установках 
ЛСШ-28, а потом высушивали в предварительно 
подготовленном сублиматоре ТГ-50. 

Для оптимизации защитной среды высушивания 
использовали план полного факторного экспери-
мента (ПФЭ) типа24. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Изучение влияния концентраций компонентов 
защитной среды высушивания проводилось на вак-
цине изготовленной из биомассы, полученной по 

управляемому режиму культивирования и пита-
тельной среде на основе перевара Хоттингера. 

Согласно плану ПФЭ критерием оптимизации 
«Уi» выбрали концентрацию живых микроорганиз-
мов при длительном хранении относительно кон-
центрации листерий после сушки, принятой за 100 
%, где i - месяц хранения. 

Критерий оптимизации выбрали в относитель-
ных единицах для того, чтобы результаты не зави-
сели от начальной концентрации листерий в вакци-
не после сублимационной сушки.  

По литературным данным и результатам пред-
варительных опытов выбрали следующие факторы 
защитной среды для сублимационной сушки лис-
терий: Х1 - концентрация желатина; Х2 - концен-
трация сахарозы; Х3 - концентрация декстрана; Х4 - 
вода или калий-фосфатный буфер (КФБ). 

В таблице 1 представлен план ПФЭ 24 в кодиро-
ванной и натуральной размерностях. 

 
Таблица 1. План ПФЭ в кодированной и натуральной размерностях 
 

Кодированная размерность фак-
торов Натуральная размерность факторов № 

опы-та 
Х1 Х2 Х3 Х4 Желатин, % Сахароза, % Декстран, % Вода или КФБ 

1 - - - - 0,5 5 0 Вода 
2 - + - - 0,5 10 0 Вода 
3 + - - - 1,5 5 0 Вода 
4 + + - - 1,5 10 0 Вода 
5 - - + - 0,5 5 3 Вода 
6 - + + - 0,5 10 3 Вода 
7 + - + - 1,5 5 3 Вода 
8 + + + - 1,5 10 3 Вода 
9 - - - + 0,5 5 0 КФБ 
10 - + - + 0,5 10 0 КФБ 
11 + - - + 1,5 5 0 КФБ 
12 + + - + 1,5 10 0 КФБ 
13 - - + + 0,5 5 3 КФБ 
14 - + + + 0,5 10 3 КФБ 
15 + - + + 1,5 5 3 КФБ 
16 + + + + 1,5 10 3 КФБ 

Х
0i 

    1,0 7,5 1,5 КФБ 

DХi     0,5 2,5 1,5 Вода/КФБ 
 

Выбор координат центра эксперимента Х0i и ин-
тервалов варьирования DХI во многом определяет 
эффективность эксперимента. Координаты центра 
эксперимента должны соответствовать наилучшим 
из всех рекомендованных ранее условий протека-
ния исследуемого процесса. 

Результаты экспериментов при использовании 
плана ПФЭ в абсолютных и относительных едини-
цах для каждого срока хранения представлены в 
таблице 1. 

После реализации экспериментов по плану ДФЭ 
и статистической обработки данных получили 
уравнения регрессии (1-4), показывающие зависи-
мость сохраняемости листерий от концентрации 
основных компонентов защитной среды после 1, 2, 
3, 10 мес хранения. 

По формулам рассчитывали для указанных сро-
ков хранения построчные оценки дисперсии, дис-

персию воспроизводимости единичного результата, 
дисперсию воспроизводимости среднего результата 
в каждой строке, дисперсию среднего для каждого 
коэффициента регрессии и доверительную ошибку 
коэффициентов. Если êbi ê > e (bi), то оценка коэф-
фициента bi значимо отличалась от нуля. В против-
ном случае оценку коэффициента считали значимо 
не отличающейся от нуля, и ее приравнивали к ну-
лю. 

Удаляем незначимые коэффициенты уравнений. 
Уравнения регрессий принимают вид: 

 

   

431421

42414

3211

58.426.3
41.711.403.3

77.844.368.839.80€

XXXXXX
XXXXX

XXXY

--
-+++

++-+=
 

(1) 
 



Известия Самарского научного центра Российской академии наук. 2011. Т. 13, № 5(3) 

 173 

42

31214

3212

19.6
56.301.667.7

22.553.751.386.80€

XX
XXXXX

XXXY

+
+--+

++-+=
  

(2) 

4321

321424

3213

08.5
02.591.496.3

58.601.797.259.81€

XXXX
XXXXXX

XXXY

-
-+++
++-+=

  

(3) 

4321

432431

4214342

32214

32110

10.10
30.35.2

30.656.462.6
95.214.331.6

50.921.1197.293.74€

XXXX
XXXXXX

XXXXXXX
XXXXX

XXXY

-
--+

++++
++-+

++-+=

 

(4)  

 
Таблица 2. Результаты эксперимента в абсолютных и относительных единицах 
 

Концентрация ж/с листерий в сухой вакцине по срокам хранения, 
млрд/см3 / %. 

№ 
опы- 

та 

Концентрация 
ж/с 

 листерий после 
сушки, 

млрд/см3 
1 мес 2 мес 3 мес 10 мес 

1 9,35 7,50 / 80,21 7,00 / 74,87 6,17 / 65,95 8,50 / 90,91 
2 14,47 8,17 / 56,44 7,00 /48,38 10,20 / 70,49 2,90 / 20,04 
3 16,03 12,33 / 76,94 15,50 / 96,69  15,67 / 97,73 13,53 / 84,43 
4 16,38 8,67 / 52,91  9,80 / 59,83 8,75 / 53,42 9,72 / 59,32 
5 9,22 8,83 / 95,81 7,03 / 76,28 8,83 / 95,81 7,15 / 77,55 
6 11,65 6,83 / 58,66 8,17 / 70,10 6,07 / 52,07 7,55 / 64,81 
7 8,86 8,67 / 99,85 8,67 / 99,85 8,57 / 98,69 8,03 / 92,55 
8 13,43 13,17 / 98,04 8,00 / 59,57 11,67 / 86,67 7,97 / 59,32 
9 9,37 5,17 / 55,14 6,17 / 65,81 7,50 / 80,04 4,82 / 51,41 

10 19,48 13,0 / 66,74 16,60 / 85,22 14,50 / 74,44 16,72 / 85,81 
11 18,87 16,67 / 88,32 18,00 / 95,39 16,67 / 88,34 17,22 / 91,24 
12 15,07 14,50 / 96,22 11,90 / 78,96 10,50 / 69,67 6,07 / 40,26 
13 12,18 9,00 / 73,89 12,00 / 98,52 10,0 / 82,10 12,17 / 99,89 
14 14,22 12,33 / 86,73 14,17 / 99,62 13,17 / 92,59 12,12 / 85,21 
15 12,78 12,83 / 100,43 12,75  /  99,77 12,80 / 100,16 12,83 / 100,42 
16 9,18 9,17 / 99,85 7,80 / 84,97 8,92 / 97,13 8,78 / 95,68 

Прим.: в опыте № 4 использована традиционная защитная среда высушивания; № 15 – защитная среда, показавшая наилуч-
ший результат 
 
 

 
Таблица 3. Исходные данные и результаты опытов по определению зависимости сохраняемости листерий от концентрации 
компонентов защитной среды 

 
Факторы Наименование Х1, % Х2, % Х3, % 

Нулевой уровень Хi0 1,0 7,5 1,5 
Верхний уровень 1,5 10,0 3,0 
Нижний уровень 0,5 5,0 0,0 

Интервал варьирования  
DХi 

0,5 2,5 1,5 

Расчет Коэффициенты Bi 4,91 - 7,01 6,58 
Произведение  

BiXi 
2,46 - 17,53 9,87 

Шаг при изменении базо-
вого фактора Х2 на 1 0,14 - 1 0,57 Сохраняемость, 

( %  ) 

Округление шага варьи-
рования 0,1 - 1 0,6 

 
        Ù 

Урас. 

 
`У 

Опыты Крутое восхождение   
17 1,1 6,5 2,1 88,03 86,07 
18 1,2 5,5 2,7 96,15 93,14 
19 1,3 4,5 3,3 100,86 98,06 
20 1,4 3,5 3,9 107,27 87,34 

 

Уравнения регрессии (1-4) описывают сохра-
няемость листерий в вакцине через 1, 2, 3, 10 мес 
хранения, соответственно. 

На основании полученных данных с вероятно-
стью q=0,9 можно сделать вывод, что уравнения (1-

4) адекватно описывают экспериментальные дан-
ные (Fрас.= 1,33 < Fтеор.=2,35). 

Это значит, что в указанных интервалах варьи-
рования выживаемость листерий в процессе хране-
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ния зависит от концентрации основных компонен-
тов защитной среды в течение каждого месяца хра-
нения: Х1 - концентрация желатина; Х2 - концен-
трация сахарозы; Х3 - концентрация декстрана; Х4 - 
КФБ. Выживаемость листерий повышается как при 
увеличении концентрации желатина, так и при уве-
личении концентрации декстрана, и при использо-
вании в качестве растворителя КФБ вместо воды, 
так как Х1, Х3 и Х4 в уравнениях (1-4) имеют поло-
жительные коэффициенты. При увеличении кон-
центрации сахарозы выживаемость листерий 
уменьшается, потому что Х2 в уравнении имеет 
знак « - ». 

В уравнениях (1-4) наряду с линейными значи-
мыми являются эффекты межфакторного взаимо-
действия. Это означает, что опыты ПФЭ были по-
ставлены в области факторного пространства с вы-
сокой кривизной поверхности отклика, т.е. вблизи 
оптимума. Несмотря на это, было решено попы-
таться улучшить значение параметров оптимиза-
ции, воспользовавшись методом «крутого» восхо-
ждения. 

Для поиска области оптимума провели несколь-
ко серий экспериментов. В таблице 3 представлены 
исходные данные и результаты опытов. Каждое 
среднее значение `У получено из 6 повторностей, 
которые были переведены в относительные едини-
цы. 

Проведенные исследования подтвердили пред-
положение о том, что план ПФЭ находится в опти-
мальной области, так как после проведения экспе-
риментов и «мысленных» опытов получили доста-
точно высокие значения параметра оптимизации. 
При «крутом» восхождении улучшить результаты 
опыта № 15 таблиц 1, 2 по сохраняемости листерий 
не удалось, хотя движение по градиенту эффектив-
но (опыт 17-20 табл. 3). 

Окончанием эксперимента по оптимизации со-
става защитной среды можем считать лучший опыт 
плана ПФЭ 24 (№ 15, табл. 1, 2). 

Процесс оптимизации защитной среды высуши-
вания на этом закончен. Наилучшей является среда, 
в которой концентрация основных компонентов 
имеет следующие значения: желатин – 1,5%; саха-

роза – 5,0%; декстран – 3,0%. В качестве раствори-
теля лучшие результаты получены с калийфосфат-
ным буфером. Разработанная защитная среда вы-
сушивания позволила увеличить сохраняемость 
жизнеспособных микроорганизмов в вакцине при 
длительном хранении после сушки на 20-40%, чем 
при использовании защитной среды, которая ис-
пользовалась в промышленности. 

По результату лучшего опыта эксперимента из-
готовлена опытно-промышленные серия вакцины, 
которая испытана в хозяйствах. Случаев заболева-
ния животных листериозом при иммунизации их 
экспериментальной вакциной не зарегистрировано. 

По результатам плана ПФЭ были определены 
оптимальные концентрации компонентов защитной 
среды высушивания для изготовления сухой живой 
вакцины против листериоза. 

Разработанная оптимальная защитная среда вы-
сушивания увеличивает сохраняемость жизнеспо-
собных микроорганизмов в вакцине в процессе 
хранения на 20% больше по сравнению с промыш-
ленной. 
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