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холерная химическая вакцина, разработанная в 
роснипчи «микроб» и зарегистрированная на тер-
ритории россии, состоит из холерогена-анатоксина и 
о-антигенов холерного вибриона сероваров инаба и 
огава. актуальным вопросом производства вакцин 
остается совершенствование методов контроля ак-
тивных компонентов. 

в настоящее время для контроля специфической 
активности на этапах производства холерной вакци-

ны используют лабораторных животных [1]. в то же 
время в литературных источниках приводятся резуль-
таты исследований, свидетельствующие о возмож-
ности применения альтернативных методов, осно-
ванных на использовании перевиваемых клеточных 
культур для оценки активности холерного токсина. 
данные методы высокочувствительны и воспроиз-
водимы, так как в работе используются стандартные 
среды и референтные линии клеток. установлено, 
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цель – экспериментально обосновать возможность использования перевиваемой линии клеток сно-к1 для 
определения специфической активности холерного токсина и компонента вакцины холерогена-анатоксина в про-
цессе производства холерной химической вакцины. материалы и методы. в исследованиях использовали пере-
виваемую линию клеток сно-к. учет результатов метода биоиндикации на перевиваемой клеточной линии про-
водили визуально с помощью инвертированного микроскопа и фотометрически в колориметрическом тесте для 
оценки метаболической активности клеток при длине волны 595 нм. результаты и обсуждение. предлагаемый 
метод позволяет определить активность продукции токсина у штамма Vibrio cholerae 569B при глубинном куль-
тивировании в биореакторе и специфическую активность холерогена-анатоксина по анатоксиносвязыванию с ис-
пользованием клеточных культур. результаты коррелируют с данными, полученными при использовании методов 
внутрикожной пробы по крейгу, GM1-иФа и рпиг. введение в практику метода клеточных культур может обес-
печить существенное сокращение использования животных на этапах производства вакцины холерной бивалент-
ной химической.
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что по чувствительности эти тесты сопоставимы с 
разрешающей способностью биопробы [2]. 

в связи с вышеизложенным замена методов 
определения специфической активности компонен-
тов холерной химической вакцины на биомоделях 
на этапах ее производства на высокочувствитель-
ные, воспроизводимые и простые в постановке ме-
тоды in vitro является актуальной задачей и опреде-
ляет необходимость их внедрения в производствен-
ный процесс. 

цель работы – экспериментальное обоснование 
возможности использования перевиваемой линии 
клеток сно-к1 для определения специфической ак-
тивности холерного токсина и компонента вакцины 
холерогена-анатоксина в процессе производства хо-
лерной химической вакцины.

материалы и методы

в работе использованы образцы фильтрата 
буль онной культуры V. cholerae 569B, компоненты 
вакцины (холероген-анатоксины), и, в качестве по-
ложительного контроля, препарат холерного тест-
токсина (хт). подготовку образцов культуральной 
жидкости, содержащих хт, проводили согласно 
сп 1.3.3118-13 «безопасность работы с микроорга-
низмами I–II групп патогенности (опасности)».

в качестве биомоделей использовали клиничес-
ки здоровых взрослых кроликов породы шиншилла 
со светлой кожей и массой (2,75±0,25) кг. все работы 
с животными проводили в соответствии с протоко-
лом исследования, утвержденным биоэтической ко-
миссией института «микроб», в условиях вивария 
Фкуз роснипчи «микроб» с уровнем биологичес-
кой безопасности BSL 3.

концентрацию белка в исследуемых образцах 
определяли по лоури. концентрация белка в пре-
парате хт составила 30 мкг/лунку, а в препаратах 
холерогена-анатоксина 57 мкг/лунку. 

перевиваемая линия клеток сно-к1 получе-
на из коллекции культур клеток позвоночных инц 
ран (санкт-петербург). клетки культуры сно-к1 
выращивали в среде игла и 199 (1:1) с добавлением 
5 % сыворотки крс по общепринятой методике с со-
блюдением условий асептики. планшеты инкубиро-
вали в со2-инкубаторе при 37 °с с содержанием 5 % 
со2. через 18–20 ч заменяли питательную среду по 
100 мкл без сыворотки. 

определение активности хт на линии клеток 
сно-к1 проводили по следующей схеме: в первые 
лунки каждого ряда вносили исследуемые образцы 
фильтрата бульонной культуры, разведенные 1:10 в 
питательной среде, по 100 мкл; далее образцы титро-
вали до конца ряда по 100 мкл, получая двукратные 
разведения с конечным объемом 100 мкл. 

для подтверждения специфичности действия 
образца на клеточную культуру ставили контроль 
специфичности, для этого исследуемый образец 
добавляли к антихолерогенной сыворотке с ранее 

установленным титром в соотношении 1:1; смесь 
инкубировали в течение 30 мин при 37 °с. планшет 
закрывали и помещали в со2-инкубатор при 37 °с 
и 5 % со2. через 18 ч проводили морфологическое 
изучение культур с помощью инвертированного ми-
кроскопа «биомед 3». 

учет реакции с опытными образцами осущест-
вляли в системе контролей: контроль клеток в среде 
культивирования (отрицательный контроль), кон-
троль активности стандартного препарата хт (поло-
жительный контроль), контроль нейтрализации дей-
ствия контрольного препарата (контроль специфич-
ности). активность хт оценивали путем подсчета 
процента содержания измененных и типичных кле-
ток в лунке. произвольно выбирали три поля зрения 
по 100 клеток. за токсическую концентрацию при-
нимали ту концентрацию токсина, которая вызыва-
ет специфические изменения у 50 % наблюдаемых 
клеток: удлинение, деформация, появление развет-
вленных отростков. активность хт выражают либо 
в мкг/лунка, либо в титрах.

активность хт штамма V. cholerae 569B опре-
деляли также биологическим методом – внутрикож-
ной пробой по крейгу [3] на кроликах и иммунохи-
мическими методами: иммуноферментным анали-
зом с использованием GM1-ганлиозидов (GM1-иФа) 
и радиальным пассивным иммунным гемолизом 
(рпиг). постановку GM1-иФа и рпиг проводили 
по стандартным методикам [4, 5]. в работе исполь-
зовали GM1-ганлиозиды (Sigma), в качестве суб-
страта аBTS – 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid). результаты реакции регистрировали 
на фотометре iMark (Bio-Rad, сШа) при длине вол-
ны 405 нм.

подготовку образцов холерогена-анатоксина 
для определения специфической активности по ес 
проводили по стандартной методике [6]. в качестве 
антитоксического агента использовали антихолеро-
генную сыворотку. исследуемые образцы после про-
боподготовки вводили внутрикожно одновременно 
двум кроликам по 0,1 мл каждого разведения, на-
чиная с 2 ае. те же образцы вносили в лунки куль-
турального планшета по 0,1 мл на сформированный 
монослой. на кроликах и культуре клеток учет про-
водили через 24 ч. за положительную реакцию в 
опытных рядах на животных принимали зону отека 
от 5 до 10 мм, а на культуре клеток за токсическую 
концентрацию принимали то количество токсина, 
которое вызывает специфические изменения у 50 % 
наблюдаемых клеток.

для учета результатов также применяли коло-
риметрический тест оценки метаболической актив-
ности клеток (мтт), основанный на способности 
мембранных дегидрогеназ восстанавливать тетразо-
лиевый краситель (тк) (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолий бромид) до синего форма-
зана. после 24 ч инкубации клеток с исследуемыми 
образцами во все лунки 96-луночного планшета 
добавляли по 10 мкл тк в забуференном физиоло-
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гическом растворе (5 мг/мл) и дополнительно ин-
кубировали в течение 4 ч при температуре 37 °с, 
затем содержимое лунок растворяли добавлением 
100 мкл дмсо (диметилсульфоксида). оптическую 
плотность полученного лизата измеряли при длине 
волны 595 нм на фотометре iMark. повреждающий 
эффект (%) рассчитывали по формуле (OD595аб/
OD595контроль)∙100 [7].

статистическую обработку результатов про-
водили, рассчитывая среднее арифметическое зна-
чение (м), среднее квадратичное отклонение (sx) и 
стандартную ошибку среднего (mM). коэффициент 
корреляции рассчитывали по пирсону [8].

результаты и обсуждение

перевиваемая линия клеток сно-к1, согласно 
литературным данным, является наиболее чувстви-
тельной линией в отношении XT и позволяет вы-
являть до 20–30 пг/мл вещества [9, 10]. иФа с ис-
пользованием GM1-ганглиозидов является наиболее 
чувствительным иммуноферментным методом де-
текции хт, так как обладает сродством к его имму-
ногенной в-субъединице [5]. в связи с этим данная 
линия клеток и вариант GM1-иФа использовались 
нами для определения специфической активности 
хт на этапах производства активного компонента 
вакцины – холерогена-анатоксина, который полу-
чают путем осаждения из безмикробного центри-
фугата формалинизированной бульонной культуры 
штамма V. cholerae 569B. в результате формоловой 
детоксикации хт переходит в холероген-анатоксин. 
содержание хт в бульонной культуре производ-
ственного штамма является показателем качества 
препарата, по которому оценивают возможность 
дальнейшего проведения производственного цикла. 

контроль содержания хт на этапе получения 
бульонной культуры проводили на культуре клеток 
сно-к1 и методом GM1-иФа, а также, согласно 
нормативной документации, постановкой внутри-
кожной пробы по крейгу и в рпиг. исследовано 12 
образцов фильтратов бульонной культуры. в среднем 
значения реципрокных титров по всем трем методам 
составили, соответственно, по крейгу (128000±395), 
в рпиг – (128±11), иФа – (160±22), на модели куль-
туры клеток – (1280±101). минимальные значения в 
реакции по методу крейга – (2000±51), рпиг – (8±2), 
иФа – (8±2), модели клеточной линии – (160±11). 
результаты определения активности хт штамма 
V. cholerae 569B с помощью культуры клеток имели 
положительную корреляцию с данными о токсиген-
ности, полученными при использовании методов 
внутрикожной пробы по крейгу, рпиг и иФа, при 
оценке результатов исследования хт этими метода-
ми коэффициенты корреляции по пирсону состави-
ли 0,8, 0,7, 0,8 соответственно.

учет результатов метода биоиндикации на пере-
виваемой клеточной линии проводили также в тесте 
мтт. установлено, что количество живых клеток в 

лунках планшета оказалось обратно пропорциональ-
но содержанию хт в них. в частности, при концен-
трации белка 15 мкг отмечалось (13±1) % живых 
клеток, а при 3,75 мкг их количество возрастало до 
(82±1) %, что соответствовало данным, полученным 
при визуальном учете морфологических изменений 
с помощью инвертированного микроскопа.

предлагаемый метод перевиваемой линии кле-
ток позволяет без использования животных опреде-
лять присутствие хт и уровень его специфической 
активности в фильтратах бульонной культуры при 
производстве вакцины холерной бивалентной хими-
ческой. 

следующим этапом работы являлось опреде-
ление специфической активности холерогена-ана-
токсина на культуре клеток параллельно со стандарт-
ным методом постановки реакции нейтрализации на 
животных. классический метод реакции нейтрали-
зации хт, проводимый на животных, является тру-
доемким, сложным в постановке и дорогостоящим.

при анализе полученных результатов выявлено, 
что значения показателей специфической активности 
сопоставимы: в среднем обратные титры составили 
(5000±302) для реакции нейтрализации на кроликах 
и (6000±605) для метода биоиндикации. результаты 
определения антигенной активности специфической 
фракции холерогена-анатоксина с помощью реакции 
анатоксиносвязывания на культуре клеток сно-к1 
имели положительную корреляцию с данными, полу-
ченными при использовании регламентного метода 
нейтрализации, коэффициент корреляции пирсона 
составил 0,8. 

введение в практику метода клеточных куль-
тур может обеспечить существенное сокращение 
использования животных при решении вопросов, 
касающихся количественной оценки биологической 
активности компонентов холерной вакцины. 
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