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Холера остается глобальной угрозой для общественного здра-
воохранения. Даже спорадические случаи завоза инфекции 
наносят весомый социально-экономический ущерб. В связи со 
сложившейся ситуацией важную роль в снижении заболеваемо-
сти играет разработка и усовершенствование современных без-
опасных химических вакцин против холеры, вызванной V.cholerae 
О1 и O139 серогрупп, что является важным и перспективным на-
правлением научных исследований. 
Ключевые слова: дот-иммуноанализ, коллоидное золото, хо-
лерная химическая вакцина, О-антиген.

DOI: 10.18500/1816-9775-2018-18-3-318-319

Введение

На территории Российской Федерации лицен-
зирована вакцина холерная бивалентная химиче-
ская, разработанная в РосНИПЧИ «Микроб» и со-
стоящая из холерогена-анатоксина и О-антигенов 
холерного вибриона сероваров Инаба и Огава. 
Для характеристики качества и методов контроля 
специфической активности О-антигена V.cholerae 
как в полуфабрикате вакцины (фракции), так и в 
готовом препарате (таблетке) в настоящее время 
используют серологические методы, которые 
основаны на антигенной активности в реакции 
непрямой гемагглютинации и в реакции диффу-
зионной преципитации в геле. Постановка данных 
реакций достаточно трудоемка и длительна по 
времени, а в случае реакции диффузной пре-
ципитации (РДП) малоинформативна. Так как 
отсутствуют коммерческие наборы по опреде-
лению специфической активности О-антигена, 

то актуален вопрос о разработке и внедрении 
новых экспрессных методов контроля в процессе 
производства вакцины. Быстротой, технической 
простотой и высокой чувствительностью обладает 
вариант твердофазного иммуноферментного ана-
лиза – дот-иммуноанализ (ДИА). В связи с этим 
целью настоящего исследования являлось изуче-
ние возможности применения дот-иммуноанализа 
для оценки активности О-антигена в полуфа-
брикате вакцины и готовом препарате холерной 
химической вакцины.

Материалы и методы

В качестве антигенных препаратов исполь-
зовали лиофилизированные специфически сте-
рильные полуфабрикаты холерной вакцины, 
выделенные из культуральной жидкости путем 
концентрирования и осаждения сернокислым 
аммонием. В состав готовой лекарственной 
формы входят лиофилизированные О-антигены 
и наполнитель (сахароза, стеарат кальция, тальк 
и крахмал). Постановка дот-иммуноанализа осу-
ществлялась в двух вариантах: с использованием 
конъюгата на основе стафилококкового белка А, 
меченного наночастицами коллоидного золота 
диаметром 15–17 нм, и вариант дот-ИФА с анти-
видовыми антителами, меченными пероксидазой.

Результаты и их обсуждение

На первом этапе работы мы провели ана-
лиз 15 отобранных образцов специфических 
фракций О-антигена (концентрация 5 мг/мл) 
с помощью методов дот-иммуноанализа, ре-
акции непрямой гемагглютинации (РНГА) и 
РДП. Результаты, полученные двумя методами 
дот-иммуноанализа, представляют средние по-
казатели трех определений. Полученные нами 
данные в некоторых случаях разнятся, причем 
методика с использованием белка А, меченного 
коллоидным золотом, показывает бóльший титр 
антигена в образце, что может быть связано с 
бóльшей чувствительностью метода за счет 
свойств коллоидного золота. Коэфициент кор-
реляции с данными РНГА составляет 0,79, тогда 
как второй методики 0,58. Для дополнительного 
количественного учета концентрации антигенов 
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в исследуемых пробах пользовались денситоме-
трической оценкой реакционных зон с помощью 
«Универсальной компьютерной программы 
для количественного учета биохимических реак-
ций» и рассчитали минимальную концентрацию 
антигена в специфических фракциях, обнаружен-
ную с помощью дот-анализа с белком А, равную 
3,92 мкг.

Поскольку ДИА с коллоидным золотом по-
казал большую чувствительность, то на следу-
ющем этапе работы мы использовали именно эту 
методику для определения активности О-антигена 
в готовой лекарственной форме. Для анализа 
использовали 5 серий готовой таблетированной 
химической холерной вакцины. Полученные ре-
зультаты говорят о том, что ДИА с белком А и кол-
лоидным золотом способен выявлять О-антиген 
в готовой лекарственной форме вакцины. Ко-
эффициент корреляции с данными РНГА 0,76. 
Важно, что данный метод не требует сложной 
пробоподготовки, поскольку наполнители хи-
мической вакцины отрицательно влияют на по-
казатели активности антигенов, для проведения 
РНГА разработана трудоемкая пробоподготовка, 
включающая щелочной гидролиз растворенной 
таблетки, тогда как в данной методике она за-
ключается лишь в центрифугировании нативного 
раствора таблетки при малых оборотах.

Заключение

Таким образом, в ходе проведенного иссле-
дования нами доказана возможность примене-
ния дот-иммуноанализа для оценки активности 
О-антигена в полуфабрикате вакцины и готовом 
препарате, а также нами впервые предлагается 

применять ДИА с использованием коньюгата на 
основе стафилококкового белка А и коллоидного 
золота для определения специфических антигенов 
таблетированной холерной вакцины. Получен-
ные нами данные при постановке дот-анализа в 
двух вариантах коррелируют с результатами уже 
используемых в производстве методов оценки 
активности О-АГ.
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Cholera remains a global threat to public health. Even sporadic cases 
of importation of the infection cause significant socio-economic dam-
age. In connection with the current situation, the development and 
improvement of modern safe chemical vaccines against cholera caused 
by V. cholerae O1 and O139 serogroups plays an important role in 
reducing the incidence, which is an important and promising direction 
of scientific research.
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