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На всех этапах производства холерная бивалентная химическая вакцина проходит контроль специфических компонен-
тов, содержащихся в готовом препарате. Одним из важных составляющих лекарственной формы является О-антиген, 
активность которого, согласно требованиям GMP, необходимо контролировать. Выявлено падение активности после 
двух лет хранения, однако значения укладываются в установленные нормы. Нами показана высокая чувствительность 
дот-иммуноанализа с использованием конъюгата на основе иммуноглобулинов, меченных коллоидным золотом, 
и оценена его возможность в качественном определении О-антигена сероваров Инаба и Огава. 
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At all stages of production, a cholera bivalent chemical vaccine passes control of the specific components contained in the 
finished product. One of the important components of the dosage form is O-antigen, the activity of which, according to GMP, 
must be controlled. A drop in activity after 2 years of storage was detected, but the values fit into the established norms. We 
have shown the high sensitivity of dot-immunoassay using a conjugate based on immunoglobulins labeled with colloidal gold 
and evaluated its ability to qualitatively determine the O-antigen of the Inaba and Ogawa serovars.
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В России вакцинация против холеры включена в На-
циональный календарь профилактических прививок 

в со ответствии с Приказом Минздрава России № 125н 
от 21.03.2014 (приложение № 2). В настоящее время в мире 
зарегистрировано несколько противохолерных вакцин [1], 

среди которых единственная на территории Российской 
Федерации вакцина холерная бивалентная химическая раз-
работана и выпускается в ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». 
Ее основными компонентами являются холероген-анато ксин 
и О-антигены (О-АГ) холерного вибриона сероваров Инаба 
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и Огава, отвечающие за формирование антибактериального 
иммунитета [2]. Вакцина рекомендована для лиц, выезжаю-
щих в эндемичные страны, а также населению районов, 
граничащих с неблагополучными по холере территориями, 
в случае неблагоприятной обстановки [3]. 

В условиях производства вакцины актуален вопрос 
о мето дах контроля готового препарата и специфических 
компонентов, входящих в его состав. Проверка как лиофи-
лизированных О-АГ, так и таблетки холерной вакцины про-
изводится по комплексу методов in vivo и in vitro [4]. В на-
стоящее время в соответствии с нормативно-технической 
документацией контроль специфической активности О-АГ 
осуществляют с помощью реакции непрямой гемагглютина-
ции (РНГА). Однако эта реакция не отвечает требованиям 
экспрессности и высокой чувствительности, а также проис-
ходит оценка активности общей фракции О-антигена, неза-
висимо от серо вара. Поскольку в настоящее время актуаль-
но стремление к минимизации времени, упрощению мето-
дики и повышению чувствительности анализа, актуален 
вопрос внедрения таких методов в производство холерной 
бивалентной химической вакцины. К числу чувствительных 
иммунодиагностических тестов, с помощью которых воз-
можна детекция антигенов, относится твердофазный имму-
ноферментный анализ и его дот-вариант на нитроцеллю-
лозной мембране. 

Дот-иммуноанализ (ДИА) – является одним из наиболее 
эффективных и доступных методов, характеризуется высо-
кой чувствительностью, простотой и быстротой выполнения. 
Проблема специфичности иммунологических систем успеш-
но решается использованием иммуноглобулинов, что осо-
бенно важно при проведении высокочувствительных тестов. 
Многими авторами отмечаются высокие показатели чув-
ствительности и специфичности ДИА по сравнению с мето-
дами классического иммуноферментного анализа [5–7] 
и РНГА [8]. 

Для учета и визуализации результатов дот-анализа ис-
пользуются хромогенные метки, обеспечивающие окраши-
вание участков иммунного взаимодействия, в качестве кото-
рых могут выступать ферменты [9] и наночастицы коллоид-
ных металлов [10]. Применение конъюгатов на основе золо-
тых наночастиц в ДИА делает метод высокочувствительным, 
простым, быстрым и дешевым [11, 12]. 

В связи с вышеизложенным, целью настоящей работы 
являлось изучение возможности применения дот-иммуно-
ана лиза для оценки активности О-АГ, входящих в состав 
холерной химической вакцины.

Материалы и методы

В качестве антигенных препаратов использовали лиофи-
лизированные О-АГ сероваров Инаба и Огава, полученные 
из инактивированных формалином бульонных культур хо-
лерных вибрионов О1 серогруппы Vibrio cholerae 569В клас-
сического биовара серовара Инаба и V. cholerae М41 клас-
сического биовара серовара Огава [13].

Иммуноглобулины выделяли из кроличьих и лошадиных 
гипериммунных специфических холерных сывороток серо-
варов Инаба и Огава методом фракционирования суль-
фатом аммония [14], с последующим диализом против 

0,01М фосфатно-солевого буферного раствора. Опреде ле-
ние бел ка в диализате проводили по методу Лоури при 
λ = 750 нм [15]. Лошадиные сыворотки получали путем 
иммуни зации корпускулярными антигенами холерных ви-
брионов сероваров Инаба и Огава, любезно предоставлен-
ных сотрудниками лаборатории диагностических препара-
тов ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». Нами были получены экс-
периментальные кроличьи сыворотки на О-АГ Инаба и 
Огава. Схема иммунизации состояла из 6 внутривенных 
инъекций в дозах от 0,5 до 2 мг с интервалом 4 суток. 
Эффективность иммунного ответа определяли в реакции 
диффузионной преципитации.

Приготовление коллоидного раствора золота с диаметром 
частиц 15–17 нм осуществляли по методу Г.Френса [16]. 
Определение «золотого числа» проводили по методике Р.Жиг-
монди [17].

При постановке ДИА в прямом варианте в качестве конъ-
югата использовали иммуноглобулины, меченные коллоид-
ным золотом. Для связывания частиц маркера в раствор 
коллоидного золота добавляли при интенсивном переме-
шивании на магнитной мешалке необходимое количество 
иммуноглобулинов в соответствии с выявленным «золотым 
числом». Стабилизацию полученных конъюгатов проводили 
0,5%-м раствором ПЭГ-20000 до конечной концентрации 
0,02%, при перемешивании в течение 15 минут. Затем 
выдер живали раствор 1 ч при 3–5°С, после чего применяли 
для работы.

При учете результатов в качестве титра препарата анти-
гена принимали наибольшее разведение, при котором визу-
ально регистрировали четко различимое цветное пятно. 
При наличии слабого окрашивания проводили процедуру 
усиления цветового сигнала, для чего мембрану погружали 
в раствор физического проявителя (метол, лимонная кисло-
та и азотнокислое серебро).

Постановку РНГА осуществляли по стандартной методике 
микрометодом в 3 повторностях. В качестве специфической 
сыворотки использовали коммерческую «Сыворотку диа-
гностическую холерную О1 адсорбированную сухую для РА» 
производства института «Микроб».

Для определения стабильности О-АГ в эксперимент 
были взяты лиофилизированные О-АГ сероваров Инаба 
и Огава с разным сроком хранения, по 3 серии каждого 
серовара.

Результаты и обсуждение

Ранее нами была показана высокая чувствительность не-
прямого варианта ДИА с использованием белка А, меченно-
го коллоидным золотом, в обнаружении О-АГ как в специфи-
ческих фракциях, так и в готовой лекарственной форме 
вакцины [18, 19]. При этом была обнаружена корреляция 
с методом РНГА. Данный вариант ДИА позволяет избежать 
всех недостатков РНГА: трудоемкости, невысокой чувстви-
тельности, длительности постановки, требования большого 
числа реактивов, сложной пробоподготовки при постановке 
реакции на готовом препарате холерной бивалентной хими-
ческой вакцины.

Согласно требованиям GMP необходимо оценивать специ-
фическую активность всех компонентов, входящих в состав 
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препарата. В состав холерной химической вакцины входят 
О-АГ холерного вибриона сероваров Инаба и Огава, при-
чем их активность отражается на эффективности действия 
готового препарата и необходим контроль их содержания 
в процессе производства. Одна таблетка должна содержать 
не менее 2000 условных единиц (обратный показатель титра 
в РНГА) О-АГ V. cholerae O1 [20]. Лиофилизированные О-АГ 
Огава должны иметь титр в РНГА не менее 1:100, О-АГ 
Инаба – не менее 1:50. 

Нами проведено определение специфической активности 
лиофилизированных препаратов О-АГ Инаба и Огава с раз-
ным сроком хранения: от 3,5 года и до 1 года (табл. 1). 
На протяжении исследования образцы находились при тем-
пературе +8°C, рекомендованной для хранения холерной 
вакцины [20]. Активность антигенов измеряли при получении 
(начальная активность) и по истечении определенного срока 
хранения (активность в эксперименте), затем вычисляли 
процент активности от начального значения. В табл. 1 пред-
ставлены средние показатели трех серий О-АГ Инаба и трех 
серий О-АГ Огава.

Установлено незначительное изменение активности 
после двух лет хранения (падение титра на 12 ± 1%). Этот 
уровень активности сохранялся в течение последующего 
хранения. Следует отметить, что все полученные данные со-

ответствуют показателям, устанавливаемым нормативной 
документацией.

В настоящее время для увеличения скорости получения 
результата, чувствительности и специфичности анализа ис-
пользуют методы, основанные на твердофазном иммуно-
ферментном анализе, в частности его модификации – ДИА. 

Поскольку ранее нами был использован непрямой вари-
ант ДИА [19, 20], следующим шагом стало повышение чув-
ствительности и специфичности ДИА, для чего в качестве 
конъюгата использовались иммуноглобулины G, меченные 
коллоидным золотом. Следует отметить, что данный метод 
сокращает время анализа с двух часов до 30 минут.

Нами показана корреляция между полученными данными 
и результатами РНГА и непрямым ДИА с коллоидным золо-
том (табл. 2). 

Стоит отметить высокую корреляционную зависимость 
лошадиных иммуноглобулинов к О-АГ Инаба, а также мень-
шее количество перекрестных реакций с гетерологичным 
антигеном.

Поскольку в эксперименте нами не выявлена достаточная 
специфичность взаимодействия между выделенными лоша-
диными иммуноглобулинами и антигенами сероваров Инаба 
и Огава, на следующем этапе работы нами проведено вы-
деление иммуноглобулинов из сыворотки иммунизирован-
ных кроликов. Необходимо отметить наличие перекрестных 
реакций с гетерологичными антигенами (табл. 3), однако 
концентрация антигена составляла 200 ± 20 мкг/мл при ис-
пользовании лошадиных иммуноглобулинов.

Высокую степень корреляции с методом РНГА и непря-
мым ДИА с коллоидным золотом показали кроличьи имму-
ноглобулины к О-АГ Огава.

Таблица 1. Определение специфической активности О-АГ 
Инаба и Огава в зависимости от срока их хранения

№ п/п О-АГ % от начальной активности
через год 
хранения

через 2 года 
хранения

через 3 года 
хранения

1 О-АГ Огава 100 88 ± 1 88 ± 1
2 О-АГ Инаба 100 88 ± 0,1 76 ± 0,1

Таблица 2. Определение активных компонентов вакцины, ДИА с конъюгатом на основе лошадиных иммуноглобулинов (обратный 
титр)

Образец Ig к О-АГ Огава, лошадиный Ig к О-АГ Инаба, лошадиный Непрямой ДИА*КЗ РНГА

О-АГ Огава

1 80 20 1024 3584
2 0 0 320 448
3 20 0 640 4778
4 320 20 512 128
5 20 0 1024 4069
6 80 0 640 4096

О-АГ Инаба

7 20 640 1024 2730
8 10 320 640 2048
9 0 80 320 853
10 40 320 1024 3584

Корреляция с результатами непрямого ДИА*КЗ 0,12 0,81
Корреляция с результатами РНГА 0,54 0,61

Таблица 3. Определение активных компонентов вакцины, ДИА с конъюгатом на основе кроличьих иммуноглобулинов (обратный 
титр)

Образец Ig к О-АГ Огава, кроличий Ig к О-АГ Инаба, кроличий Непрямой ДИА*КЗ РНГА

О-АГ Огава

1 1280 40 1024 3584
2 320 0 320 448
3 640 10 640 4778
4 320 20 512 128
5 1024 0 1024 4069
6 640 20 640 4096

О-АГ Инаба

7 10 40 1024 2730
8 10 20 640 2048
9 0 0 320 853
10 20 1280 1024 3584

Корреляция с результатами непрямого ДИА*КЗ 0,95 0,46
Корреляция с результатами РНГА 0,66 0,35
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Заключение

Таким образом, в ходе проведенного исследования пока-
зана возможность применения прямого дот-иммуноанализа 
для определения О-АГ сероваров Инаба и Огава. Алгоритм 
постановки с использованием иммуноглобулинов, меченных 
коллоидным золотом, позволяет усилить специфичность и 
чувствительность анализа, а также уменьшить время анали-
за. На основе полученных результатов предложен алгоритм 
определения специфической активности О-АГ, который сла-
гается из количественного и качественного анализа. Коли-
чественный анализ содержания О-АГ в специфических 
фракциях и готовой холерной химической вакцине возможен 
непрямым методом ДИА с коммерческой О1 сывороткой и 
с использованием конъюгата на основе белка А, меченного 
коллоидным золотом. Определение качественного состава 
О-АГ по сероварной принадлежности осуществимо прямым 
вариантом ДИА, в основе которого лежит получение конью-
гатов IgG, выделенных из специфических холерных сыворо-
ток иммунизированных животных, с коллоидным золотом. 
В дальнейшем данный подход к постановке прямого вариан-
та ДИА может быть использован для разработки алгоритма 
качественного определения содержания О-антигенов раз-
ной сероварной специфичности в готовой лекарственной 
форме, а также при оценке стабильности О-АГ, входящих 
в ее состав.
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