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в статье представлен обзор данных по методам выделения и контроля антигенов Vibrio cholerae холероген-
анатоксина и о-антигенов инаба и огава – компонентов пероральной холерной бивалентной химической вакцины 
производства Фкуз роснипчи «микроб», единственного профилактического препарата против холеры, зареги-
стрированного на территории российской Федерации. в настоящий момент в производстве вакцины используется 
способ раздельного получения холероген-анатоксина и о-антигенов инаба и огава с постадийным контролем 
их основных свойств, который обеспечивает получение качественного готового препарата. эффективным мето-
дом концентрирования полуфабриката, который способствует сокращению потерь и увеличению выхода конеч-
ного продукта, является ультрафильтрация. перспективной остается разработка метода щадящей стерилизации 
о-антигенов для максимального сохранения специфической активности. для контроля специфической активно-
сти антигенных компонентов и готового препарата вакцины применяют комплекс методов in vivo и in vitro. однако 
многостадийность и длительность, применение нескольких видов лабораторных животных, а также современные 
требования воз определяют необходимость внедрения альтернативных методов контроля in vitro. в качестве за-
мены биологического метода перспективным является использование клеточных культур, для которого показана 
положительная корреляция с тестами на животных. для оценки активности антигенов предлагается применение 
иммунохимического метода – дот-иммуноанализа с золотыми наночастицами, что позволит унифицировать спо-
соб контроля на всех этапах производственного процесса, а также проводить определение серовароспецифич-
ности о-антигенов холерного вибриона. разработка молекулярно-генетических, микробиологических, иммуно-
химических методов актуальна для более полного и всестороннего контроля основных иммуногенов производ-
ственных штаммов холерного вибриона. внедрение перспективных методов получения антигенов и контроля их 
свойств позволит более полно охарактеризовать компонентный состав готовой лекарственной формы холерной 
химической вакцины. 
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Abstract. The paper presents a review of the data on the methods of isolation and control of Vibrio cholerae anti-
gens – cholerogen-anatoxin and O-antigens of Inaba and Ogawa – components of the oral bivalent chemical cholera 
vaccine produced by the RusRAPI “Microbe”, the only prophylactic drug against cholera registered in the territory of 
the Russian Federation. Currently, the vaccine is produced using the method of segregated manufacturing of cholerogen-
anatoxin and O-antigens Inaba and Ogawa with step-by-step control of their main properties, which ensures the produc-
tion of a high-quality finished product. Ultrafiltration is an effective method for concentrating a semi-finished product, 
which helps to reduce losses and increases the yield of the final product. It remains promising to develop a method for 
gentle steri lization of O-antigens to maximize the preservation of specific activity. To control the specific activity of 
the antigenic components and the finished vaccine preparation, a complex of in vivo and in vitro methods is applied. 
However, the multi-stage process and duration, the use of several types of laboratory animals, as well as modern WHO 
requirements determine the need for the introduction of alternative in vitro control methods. The use of cell cultures as 
a replacement for the biological method appears prospective, and demonstrates a positive correlation with animal tests.  
To assess the activity of antigens, the use of an immunochemical method – dot-immunoassay with gold nanoparticles – is 
put forward, which will make it possible to harmonize the control method at all stages of the production process, as well 
as to determine the serovar specificity of Vibrio cholerae O-antigens. The development of molecular-genetic, microbio-
logical, immunochemical methods is relevant for a more complete and comprehensive control of the main immunogens 
of industrial strains of cholera vibrio. The introduction of promising methods for obtaining antigens and monitoring their 
properties will allow for a more complete characterization of the component composition of the finished dosage form of 
the chemical cholera vaccine.
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на сегодняшний день холера остается одной из 
основных проблем мирового здравоохранения, за-
трагивающих в основном страны азии, африки и 
америки. возбудителями холеры являются токсиген-
ные штаммы Vibrio cholerae серогрупп о1 и о139. 
по-прежнему актуальна угроза выноса инфекции из 
эндемичных стран и возникновения заносных эпиде-
мических очагов, что требует постоянной готовности 
к экстренному проведению мероприятий по локали-
зации и ликвидации очагов холеры. в российской 
Федерации неблагоприятный прогноз по холере обу-
словлен потенциальными рисками завоза болезни, 
связанными с посещением стран, неблагополучных 
по холере. решающую роль в профилактике холеры 
играет многосторонний подход, заключающийся в 
сочетании санитарно-гигиенических мероприятий, 
специфической профилактики и информировании 
общественности [1]. официальная стратегия воз 
предполагает использование холерных вакцин в ка-
честве дополнительных мер предотвращения воз-
никновения эпидемий холеры вне эндемичных тер-
риторий и рекомендует их применение для вакцина-
ции контингентов c повышенным риском заражения 
(население лагерей беженцев, лица без определенно-
го места жительства и т.д.), а также путешественни-
ков и туристов [2]. 

в настоящее время за рубежом существует три 
преквалифицированные воз пероральные вакцины 
против холеры: Dukoral (Швеция), Shanchol (индия) 
и Euvichol (корея). Dukoral является цельнокле-
точной вакциной, обогащенной рекомбинантной 
в-субъединицей холерного энтеротоксина. она со-
стоит из инактивированных формалином или нагре-
ванием клеток V. cholerae о1 группы обоих биова-
ров (classical и El Tor) и сероваров (инаба и огава) 
и в-субъединицы холерного токсина [3, 4]. вакцина 
Dukoral рекомендована для взрослых и детей с двух 
лет. вакцинация пероральная двухэтапная проводит-
ся с интервалом 1–6 недель. Форма выпуска – суспен-
зия во флаконах с саше, содержащим гранулы буфера. 
бивалентные вакцины Shanchol и Euvichol состоят 
из инактивированных нагреванием или формалином 
клеток V. cholerae серогрупп O1 и о139 [5]. данные 
вакцины представляют собой готовую суспензию 
для перорального применения по двукратной схеме 
с 10–14-дневным интервалом. рекомендованы для 
взрослых и детей от одного года. вакцина Shanchol 
реализуется во флаконах, а Euvichol – во флаконах и 
пластиковой тубе. 

в российской Федерации зарегистрирована и 
выпускается вакцина холерная бивалентная химиче-

ская производства Фкуз роснипчи «микроб». ее 
специфическими компонентами являются: холеро-
ген-анатоксин (ха) и о-антигены (о-аг), получен-
ные из инактивированных формалином бульонных 
культур V. cholerae о1 классического биовара серо-
вара инаба и V. cholerae серовара огава [6]. вакцина 
представляет собой таблетки, покрытые кишечнора-
створимой оболочкой. рекомендована для взрослых 
и детей с двух лет. в отличие от перечисленных выше 
препаратов, вакцинацию проводят перорально одно-
кратно. в 1992 г. холерная бивалентная химическая 
вакцина прошла государственные испытания [1] и 
серийно выпускается с 1995 г. в настоящее время 
она является единственным профилактическим пре-
паратом против холеры, зарегистрированным на тер-
ритории российской Федерации. холерная бивалент-
ная химическая вакцина включена в национальный 
календарь профилактических прививок по эпидеми-
ческим показаниям (приказ минздрава россии от 
21.03.2014 № 125н (ред. от 03.02.2021) «об утверж-
дении национального календаря профилактических 
прививок и календаря профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям») и входит в перечень 
жизненно необходимых и важнейших лекарственных 
препаратов. отмечается, что российская холерная 
вакцина не уступает по эффективности зарубежным 
вакцинам [2, 7], кроме того, является уникальным 
по составу действующих веществ, форме выпуска и 
кратности иммунизации современным профилакти-
ческим препаратом против холеры.

целью данной работы является обзор методи-
ческих подходов, используемых в настоящее время 
и перспективных для внедрения на этапах выделе-
ния специфических антигенных компонентов холер-
ной химической вакцины и контроля их основных 
свойств.

Методы выделения специфических компонен-
тов вакцины. в настоящее время компоненты вак-
цины холерной бивалентной химической получают 
из бульонных культур штаммов V. cholerae, выра-
щенных методом глубинного культивирования в био-
реакторах. целевыми продуктами при выращивании 
штаммов-продуцентов являются холерный токсин, 
из которого посредством формоловой детоксикации 
получают холероген-анатоксин, и о-антигены серо-
варов инаба и огава. продолжается поиск новых 
штаммов-гиперпродуцентов, для которых характе-
рен высокий уровень продукции основных иммуно-
генов холерного вибриона [8, 9]. следует отметить 
необходимость подбора параметров культивирова-
ния для получения увеличенного выхода антигенов. 

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Svetlana A. Vorob’eva, e-mail: rusrapi@microbe.ru.
Citation: Vorob’eva S.A., Durakova O.S., Gromova O.V., Volokh O.A., Klokova O.D., Nikiforov A.K. Antigenic Components of Chemical Bivalent Cholera 

Vaccine, Methods of Their Isolation and Control. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2022; 2:12–19. (In Russian). 
DOI: 10.21055/0370-1069-2022-2-12-19

Received 01.12.2021. Accepted 17.01.2022.

Vorob’eva S.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3624-0850  Volokh O.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3044-971X
Durakova O.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-8823-3524  Klokova O.D., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7119-0516
Gromova O.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0172-2964  Nikiforov A.K., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1130-3504



14

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 2        ОБЗОРЫ

перспективным направлением является также раз-
работка и внедрение малоотходных технологий [10].

группа сотрудников института «микроб» во 
главе с м.н. джапаридзе разработала способ полу-
чения ха и о-аг инаба и огава [11, 12]. данные ис-
следования легли в основу нормативной документа-
ции на производство вакцины холерной бивалентной 
химической таблетированной. в качестве основного 
сырья использовали безмикробный центрифугат 
культуральной жидкости, полученной в результате 
глубинного культивирования штаммов-продуцентов 
V. cholerae о1-серогруппы классического биовара. 
детоксикацию проводили добавлением формали-
на для снижения токсичности о-аг и образования 
устойчивого ха. после чего приступали к выделе-
нию, очистке и концентрированию иммуногенов. 

при разработке методов получения антигенов, 
входящих в состав вакцины, отталкивались от уже 
известных на тот момент способов, однако их недо-
статком являлось совместное выделение антигенов: 
термолабильного растворимого белка – холероген-
анатоксина и термостабильного липополисахарида – 
о-антигена инаба. для решения данной проблемы, 
а также для уменьшения трудоемкости, экономии 
времени и средств был разработан способ раздель-
ного получения ха и соматического о-аг инаба. 
антигены из культуральной жидкости выделяли 
последовательным фракционированием сернокис-
лым аммонием. осадок использовали для получения 
о-аг инаба, а из центрифугата проводили выделе-
ние ха. после диализа и стерилизации жидкие пре-
параты иммуногенов лиофильно высушивали и ис-
пользовали для изготовления вакцины.

выделение и очистку о-аг огава проводили 
осаждением сернокислым аммонием с последую-
щим фракционированием. однако получение о-аг 
(инаба и огава) двукратным переводом из раство-
ренного состояния в осадок при помощи сульфата 
аммония влияло на их нативную структуру и рас-
творимость. для решения данной проблемы, а так-
же для повышения эффективности процессов кон-
центрирования и очистки о-аг была разработана 
масштабируемая технология концентрирования с 
использованием ультрафильтрационных модулей на 
полых волокнах. предварительно из нативного рас-
твора о-аг удаляются балластные белки путем их 
осаждения при pH (4,4±0,2), затем проводится мем-
бранная ультрафильтрация центрифугата на автома-
тизированной установке через полые волокна, про-
пускающая частицы с молекулярной массой менее 
100 кда, позволяющая очищать о-аг от неспецифи-
ческих примесей и одновременно концентрировать 
его в 20 раз. путем гель-хроматографии на TSK-геле 
HW-60 (Toyo Soda MFG, Co LTD, япония) раствор 
о-аг отделяют от оставшихся высокомолекулярных 
неспецифических примесей с молекулярной массой 
менее 300 кда [13]. такая технология позволяет со-
хранять однофазное растворенное состояние о-аг и 
получать нативный, очищенный, гомогенный и им-

муногенный препарат. однако такой антиген исполь-
зовался для специфической индикации и в диагности-
ческих целях, но не в качестве компонента вакцины. 
еще одной разработкой на основе ультрафильтрации 
была технология получения о-аг огава, включаю-
щая этап концентрирования с использованием уста-
новки с модулями из полых волокон с номинальной 
отсечкой по молекулярной массе 17 кда [14]. 

описанные выше методы наряду с преимуще-
ствами имели и свои недостатки: большие потери 
выделяемых продуктов, низкую удельную скорость 
процесса. двукратное осаждение сернокислым ам-
монием культуральной среды при получении ха и 
о-аг инаба приводило к существенному расходу 
осадителя. таким образом, для устранения всех недо-
статков необходимо было разработать эффективную 
технологию получения антигенных препаратов, вхо-
дящих в состав холерной вакцины. а.в. комиссаров 
с соавт. разработали способы концентрирования на-
тивных антигенов холерного вибриона, выделяемых 
при культивировании производственных штаммов 
V. cholerae 569в и V. cholerae м-41, внедренные в 
процесс производства холерной бивалентной хи-
мической вакцины [15, 16]. для увеличения выхода 
конечного продукта – ха и о-аг инаба – из безми-
кробного центрифугата и уменьшения количества 
сернокислого аммония, требуемого для осаждения, 
было предложено проводить отделение балластных 
примесей через мембранные фильтры с номиналь-
ной отсечкой по молекулярной массе 50 кда в режи-
ме проточной фильтрации. использование данной 
технологической операции позволяет снизить поте-
ри антигенов при их выделении в 1,2 раза, а необхо-
димое количество сернокислого аммония сократить 
в 10 раз. для увеличения выхода о-аг огава с со-
хранением его показателей качества и повышения 
удельной скорости фильтрации было предложено 
проводить концентрирование путем проточной филь-
трации через мембранные модули с номинальной от-
сечкой по молекулярной массе 500 кда. данное вне-
дрение позволило увеличить производительность 
процесса и снизить потери антигена с сохранением 
качества получаемого препарата. 

основные компоненты вакцины содержат в 
своем составе и другие сопутствующие биологи-
чески активные вещества [17]. наряду с основны-
ми иммуногенами в среде выращивания обнаружен 
ряд ферментов, а также незначительное количество 
токсинкорегулируемых пилей адгезии (ткпа) [18]. 
ткпа относятся к основным факторам патогенно-
сти и иммуногенности холерного вибриона и отве-
чают за развитие антиколонизирующего иммуните-
та. однако их наличие не контролируется на этапах 
производства вакцины, что также отмечается и зару-
бежными коллегами, в частности при производстве 
вакцины Dukoral [19].

в процессе культивирования холерного ви-
бриона обнаружено присутствие протеаз, фосфоли-
паз а и с, лизофосфолипаз, днк-аз и рнк-аз. для 
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большинства из них характерно заметное снижение 
удельной активности к концу выращивания, одна-
ко активность протеаз, фосфолипаз а и с штамма 
V. cholerae м-41 повышалась вплоть до наступления 
стационарной фазы. было установлено, что фермен-
ты, содержащиеся в культуральной жидкости штам-
ма V. cholerae м-41, осаждались из концентрата вме-
сте с о-аг при высаливании сернокислым аммони-
ем, но их активность была ниже, чем при получении 
о-аг без ультрафильтрации. полученные данные 
свидетельствовали о содержании ряда ферментов в 
ультрафильтрате, который являлся отходом произ-
водства. из ультрафильтрата традиционным спосо-
бом высаливания сульфатом аммония был получен 
ферментный комплекс протеовибрин с высокой про-
теазной активностью [20]. при дальнейшем изуче-
нии содержания ферментов на этапах получения 
основных компонентов вакцины было выявлено, что 
при стерилизующей фильтрации ха через мембран-
ные фильтры сохранялась активность некоторых 
ферментов, тогда как при стерилизации о-аг кипя-
чением все ферменты инактивировались.

разработки и исследования, проведенные ранее, 
способствовали развитию и совершенствованию ме-
тодов получения компонентов, входящих в состав го-
тового препарата. на современном этапе отобраны и 
адаптированы несколько технологий, которые позво-
ляют получать качественные антигены и уменьшить 
затраты на дополнительное сырье для их выделения 
[11, 12, 15, 16]. в настоящий момент используется 
способ раздельного выделения ха и о-аг инаба, 
который позволяет получать более специфичные 
препараты. внедрен метод ультрафильтрации, при-
меняемый для концентрирования и обессоливания 
антигенов, что способствует сокращению потерь 
и увеличению выхода конечного продукта, а также 
позволяет получать ферментный комплекс протео-
вибрин. перспективной остается разработка метода 
щадящей стерилизации о-антигенов для максималь-
ного сохранения специфической активности.

Методы контроля специфической активно-
сти компонентов вакцины. производство вакцин, 
как и других лекарственных препаратов, должно 
осуществляться в соответствии с правилами над-
лежащей производственной практики (Good manu-
facturing practice). контроль готовой лекарственной 
формы холерной химической вакцины проводит-
ся с помощью комплекса методов in vivo и in vitro 
в соответствии с государственной фармакопеей 
российской Федерации [21], а также нормативной 
документацией производителя. 

токсигенные свойства штамма продуцента 
V. cholerae 569в изучают молекулярно-генетическим 
(на присутствие в хромосоме гена ctxA с помощью 
тест-системы для выявления днк Vibrio cholerae 
(ctxA+) методом полимеразной цепной реакции – 
генхол) и иммунохимическим (на способность про-
дуцировать токсин во внешнюю среду в реакции 
пассивного иммунного гемолиза – рпиг) метода-

ми. контроль активности хт осуществляется био-
логическим (кожной пробы по Craig на кроликах) и 
иммунохимическими (с помощью рпиг и реакции 
диффузионной преципитации (рдп) с антихолеро-
генной сывороткой) методами. оценку активности 
о-аг проводят иммунохимическим методом в реак-
ции непрямой гемагглютинации (рнга) с использо-
ванием набора реагентов для определения содержа-
ния о-антигена в рнга. завершающая стадия изго-
товления вакцины – это контроль качества готового 
препарата по нормируемым физико-химическим, 
микробиологическим, иммунохимическим свой-
ствам. специфическую активность готовой лекар-
ственной формы оценивают по содержанию о-аг 
V. cholerae о1 (рнга), по антигенной активности в 
реакции анатоксиносвязывания (ес на кроликах) и 
иммуногенности (на белых мышах). 

комплекс методов, применяемых на разных ста-
диях производственного цикла, позволяет получить 
активный, очищенный и качественный антиген, что 
в свою очередь гарантирует высокое качество гото-
вой вакцины. следует отметить, что на данном этапе 
актуальным вопросом остается совершенствование 
методов контроля компонентов вакцины, посколь-
ку применяемые в настоящее время методы имеют 
ряд недостатков: многостадийность и длительность, 
применение нескольких видов лабораторных жи-
вотных. актуальными являются исследования, на-
правленные на разработку и модификацию способов 
оценки активности основных иммуногенов холерно-
го вибриона на разных стадиях производства. в каче-
стве перспективных рассматриваются молекулярно-
генетические, иммунохимические и методы с ис-
пользованием клеточных культур. сегодня вопросы 
этического, разумного и экономного использования 
животных в исследованиях в области медицины, 
биологии и ветеринарии привлекают все большее 
внимание специалистов и общественности. в 1959 г. 
у. рассел и р. берч издали книгу «принципы гуман-
ной экспериментальной техники», в которой обосно-
вана концепция гуманного использования животных 
в экспериментах, получившая название «концепция 
трех R» [22]. на сегодняшний день данная концеп-
ция признана общепринятым стандартом, благодаря 
которому разрабатываются альтернативные методы 
исследования, что способствует сокращению коли-
чества используемых лабораторных животных.

ранее была показана возможность использова-
ния перевиваемых клеточных культур для детекции 
хт [23]. нами адаптирован метод оценки актив-
ности хт in vitro с использованием перевиваемой 
культуры овариальных клеток китайского хомячка  
(сно-к1) [24] для контроля содержания хт на эта-
пах производства холерной вакцины. полученные 
результаты коррелируют с данными метода кожной 
пробы по Craig и рпиг. предлагаемый метод по-
зволяет определить активность продукции токсина у 
штамма V. cholerae 569B при глубинном культивиро-
вании в биореакторе, а также специфическую актив-
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ность холерогена-анатоксина по реакции анатокси-
носвязывания с использованием клеточных культур. 

для определения активности хт широко апро-
бированным является метод иммуноферментного 
анализа (иФа, ELISA). при этом наибольшей чув-
ствительностью отличаются методы, связанные с 
использованием ганглиозидов GM1, обладающих 
сродством к иммуногенной в-субъединице хт [25]. 
иФа на основе моноклональных ат, разработан-
ный сотрудниками нашего института, позволяет 
проводить детекцию токсигенных штаммов [26], 
однако данные методы разрабатывались и использо-
вались для диагностических целей. нами была по-
казана возможность оценки продукции хт штамма 
V. cholerae 569B при глубинном культивировании 
методом иммуноферментного анализа с использо-
ванием GM1-ганлиозидов (GM1-ELISA) [27], что 
позволяет определить активность хт без использо-
вания лабораторных животных и подобрать опти-
мальные условия культивирования для увеличенно-
го синтеза антигена. следует отметить, что данный 
метод перспективен для определения остаточной 
токсичности ха [19].

к числу чувствительных иммунодиагностиче-
ских тестов, с помощью которых возможна детекция 
антигенов, относится твердофазный иммунофермент-
ный анализ и его дот-вариант на нитроцеллюлозной 
мембране. дот-иммуноанализ (диа) является одним 
из наиболее эффективных и доступных методов, ха-
рактеризуется высокой чувствительностью, просто-
той и быстротой выполнения. для визуализации и 
учета результатов в качестве хромогенной метки при-
меняют золотые наночастицы (знч) [28, 29]. нами 
была изучена возможность применения данного ме-
тода для оценки активности антигенов, входящих в 
состав холерной вакцины. результаты показали поло-
жительную корреляцию активности хт, ха и о-аг 
инаба и огава в диа знч с методами, используемы-
ми в производстве [30, 31]. отмечается перспектива 
его использования для оценки стабильности антиген-
ных компонентов и готовой лекарственной формы 
в тестах на длительное и ускоренное старение, что 
позволит аргументировать увеличение их срока год-
ности. для определения активности серовароспеци-
фичного о-аг были подобраны условия постановки 
прямого варианта диа знч, где в качестве конъю-
гата использовались иммуноглобулины G (Ig G), 
меченные золотыми наночастицами. поскольку в 
дот-анализе необходимо использование специфиче-
ской сыворотки, ее получение остается актуальным. 
авторами [32] были получены поликлональные кро-
личьи сыворотки к антигенам холерного вибриона, 
конъюгированным с наночастицами коллоидного 
золота. иммунохимическими методами определе-
ны их титры, чувствительность и специфичность по 
отношению к растворимым иммуногенам и целым 
клеткам V. cholerae. полученные антисыворотки по-
казали высокую специфическую активность и пер-
спективны для оценки активности антигенов.

сотрудниками нашего института разработаны 
комплексные гено- и иммунодиагностические тест-
системы для идентификации штаммов V. cholerae и 
оценки уровня экспрессии генов, ответственных за 
синтез основных иммуногенов холерного вибриона 
[33–35]. однако они предназначены для диагностиче-
ских целей, а их применение на этапах культивирова-
ния производственных штаммов-продуцентов ранее 
не рассматривалось. в связи с этим перспективным 
является использование современных молекулярно-
генетических методов для контроля экспрессии ге-
нов, ответственных за синтез антигенных компо-
нентов на этапе культивирования производственных 
штаммов. нами была оценена экспрессия гена ctxA 
при глубинном культивировании производственно-
го штамма V. cholerae 569в классического биовара 
методами полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией с учетом результатов в режиме ре-
ального времени (от-пцр) и цифровой капельной 
полимеразной цепной реакции (цкпцр). результаты, 
полученные с помощью данных методов, свиде-
тельствуют об опережении экспрессии гена ctxA на 
1–2 часа относительно прироста биомассы и выхода 
хт в культуральную жидкость, регистрируемого им-
мунохимическими методами. для оценки продукции 
основных иммуногенов на этапе культивирования 
штаммов V. cholerae 569в и V. cholerae м-41 разра-
батывается комплекс молекулярно-генетических ме-
тодов, что позволит оптимизировать условия культи-
вирования и, как следствие, увеличить выход требуе-
мого антигена.

таким образом, поэтапный контроль компо-
нентов вакцины на разных стадиях технологиче-
ского процесса позволяет отследить их активность 
и качество с момента культивирования штаммов-
продуцентов. разработка и применение молекулярно-
генетических, микробиологических, иммунохими-
ческих методов перспективно для более полного и 
всестороннего контроля основных иммуногенов 
производственных штаммов холерного вибриона. 
методы контроля, используемые для оценки актив-
ности антигенных компонентов холерной вакцины, 
представлены в таблице.

перспективными направлениями развития про-
изводства холерной бивалентной химической вакци-
ны являются:

- повышение биобезопасности производствен-
ного процесса за счет использования авирулентных 
штаммов-продуцентов;

- увеличение продукции основных иммуногенов 
холерного вибриона за счет использования штаммов 
гиперпродуцентов; 

- оптимизация условий культивирования за счет 
внедрения молекулярно-генетических методов, по-
зволяющих контролировать продукцию генов, ответ-
ственных за синтез основных иммуногенов холерно-
го вибриона;

- внедрение новых методов стерилизации, по-
зволяющих сохранить активность антигенов;
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- переход на малоотходные технологии произ-
водства;

- увеличение срока годности готовой продук-
ции.

на этапах изготовления холерной вакцины ак-
туальным остается внедрение новых решений, кото-
рые позволят минимизировать временные и матери-
альные затраты, увеличить выход готового продукта 
без потери его свойств, повысить специфичность и 
чувствительность методов анализа, применяемых 
для контроля готового препарата и его компонентов.
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Antigenic component
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методы контроля
Methods of control

используемые в настоящее время 
currently applied

перспективные для внедрения
promising for introduction 

холерный токсин
Cholera toxin
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Toxigenicity

тест на кроликах-сосунках, пцр для детекции 
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активность
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метод кожной пробы по Craig на кроликах, 
реакция диффузионной преципитации,  

реакция пассивного иммунного гемолиза
Craig skin test on rabbits, diffusive precipitation 

reaction, passive immune hemolysis test

метод иммуноферментного анализа  
с использованием GM1-ганлиозидов и 

дот-иммуноанализа с золотыми наночастицами
Enzyme immunoassay using GM1-ganliosides 
and dot-immunoassay with gold nanoparticles

уровень экспрессии 
генов, ответственных  

за синтез
Rate of gene expression, 
responsible for synthesis

не контролируется
Not subjected to monitoring

метод пцр с учетом результатов в режиме 
реального времени;  

метод цифровой капельной пцр
PCR with real-time registration of results;  

digital drip PCR

холероген-анатоксин
Cholerogen-anatoxin

активность
Activity

реакции анатоксиносвязывания на кроликах
Anatoxin binding response in rabbits

метод иммуноферментного анализа с ис-
пользованием GM1-ганлиозидов и дот-

иммуноанализа с золотыми наночастицами
Enzyme immunoassay using GM1-ganliosides 
and dot-immunoassay with gold nanoparticles

остаточная  
токсичность

Residual toxicity

тест на кроликах-сосунках
Test on suckling rabbits
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клеточных культур и иммуноферментного ана-

лиза с использованием GM1-ганлиозидов
In vitro method using transplantable cell cultures 

and enzyme immunoassay using GM1-ganliosides

о-аг инаба и огава
Inaba and Ogawa 
O-antigen
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реакции непрямой гемагглютинации
Indirect hemagglutination reactions

метод дот-иммуноанализа с золотыми  
наночастицами на о-аг инаба и огава
Dot-immunoassay with gold nanoparticles  

on Inaba and Ogawa O-antigens

уровень экспрессии 
генов, ответственных  

за синтез
Rate of gene expression, 
responsible for synthesis

не контролируется
Not subjected to monitoring

метод пцр с учетом результатов в режиме 
реального времени;  

метод цифровой капельной пцр
PCR with real-time registration of results;  

digital drip PCR
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