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Введение. В ФГБНУ НИИВС им И. И. Мечни-
кова разработана вакцина против синегнойной 
инфекции (РВС), проходящая на данный момент 
доклинические испытания. В состав вакцинного 
препарата входят очищенные рекомбинантные 
белки P. aeruginosa –  рекомбинантный анатоксин 
и рекомбинантный пориновый белок OprF, сор-
бированные на геле гидроксида алюминия.

Одним из важнейших этапов доклинических 
испытаний является разработка методов кон-
троля качества вакцины и её компонентов. Ко-
личественное определение компонентов вак-
цины осложнено тем, что белки сорбированы 
на геле гидроксида алюминия. В связи с этим 
наиболее приемлемым методом является им-
муноферментный анализ (ИФА). Существует 

несколько вариантов постановки твердофазно-
го ИФА с сорбированными антигенами: метод, 
включающий десорбцию антигенов с носителя, 
и альтернативный – прямой иммунофермент-
ный анализ.

Целью настоящего исследования являлась 
разработка иммуноферментного метода для ко-
личественного определения одного из компо-
нентов вакцинного препарата – рекомбинант-
ного анатоксина (aTox).

Материалы и методы. Разработка ИФА вы-
полнена с использованием рекомбинантного 
анатоксина (аТох), конъюгатов (Кг) специфи-
ческих к анатоксину Р. aeruginosa моноклональ-
ных и поликлональных антител, меченных пе-
роксидазой из корня хрена (ПХ) [1, 2].

Схема анализа: на первой стадии в пробир-
ках смешивали конъюгаты моноклональных 
антител (МкАт) или поликлональных мышиных 
антител с пероксидазой хрена, специфичных 
к анатоксину, с разным количеством вакцины 
(от 0,5 до 10 мкг/мл в пересчёте на анатоксин), 
и выдерживали пробы при температуре 18–25 °C 
в течение 40 мин, периодически перемешивая. 
Образовавшийся комплекс антител, меченных 
пероксидазой, с Аг, сорбированным на геле ги-
дроксида алюминия, отделяли центрифугиро-
ванием. Несвязавшиеся с антигеном антитела, 
меченные ПХ, оставались в надосадочных жид-
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костях, которые исследовали методом иммуно-
ферментного анализа. Для постановки ИФА ис-
пользовали полистироловые планшеты (Costar, 
кат. № 2593), сенсибилизированные aTox. Ана-
лиз выполняли на шейкере при температуре 
37 °C, скорости вращения 500 об/мин в течение 
30 мин. Ферментативная реакция регистриро-
валась по изменению окраски суб страт но-хро-
мо ген ной смеси (раствор субстрата на основе 
3,3’,5,5′-тетраметиленбензидина (ТМБ) с до-
бавлением перекиси водорода). Строили ка-
либровочный график зависимости оптической 
плотности от концентрации рекомбинантного 
анатоксина, добавленного к конъюгатам МкАт/
ПкАт-ПХ. Интенсивность окраски была обрат-
но пропорциональна концентрации aTox в ана-
лизируемых образцах.

В работе исследовано три эксперименталь-
ные и одна контрольная серии РВС.

Результаты. Разработка методики оценки ко-
личественного содержания анатоксина в составе 
вакцины выполнена с использованием кон-
трольного образца вакцины с известным содер-
жанием аТох – 100 мкг/мл.

В ходе проведенных экспериментов установ-
лено, что оптимальная концентрация анатокси-
на, иммобилизованного на поверхности лунок 
планшета, составляет 2 мкг/мл. Лучшие резуль-
таты получены с конъюгатом моноклональных 
антител. Применение Кг ПкАт-ПХ не обеспе-
чивало четкой разницы между оптической плот-
ностью образцов, содержащих разное количе-
ство анатоксина. Рабочее разведение конъюгата 
МкАт-ПХ равнялось 1:80 000. График зависи-
мости оптической плотности от концентрации 
антигена строили в полулогарифмических ко-
ординатах.

На следующем этапе три серии вакцины оха-
рактеризовали с помощью разработанного теста. 
Кривые зависимости концентрации анатоксина 
от оптической плотности для анализируемых 
вакцин были идентичными в сравнении с графи-
ком, полученным для контрольной серии РВС. 

Разница в показателях оптических плотностей 
для разных концентраций аТох не превышала 
15%. Рассчитанное количество анатоксина в трех 
сериях вакцины варьировало от 91 до 104 мкг/мл, 
то есть практически не отличалось от концентра-
ции аТох в контрольной серии –  100 мкг/мл.

Выводы. Таким образом, в результате про-
ведённых экспериментов создан иммунофер-
ментный метод количественного определения 
компонента (анатоксина) вакцины против си-
негнойной инфекции, который может быть 
использован для контроля качества препарата 
в процессе его изготовления.

В настоящий момент проводятся исследова-
ния по разработке аналогичного метода контро-
ля второго компонента рекомбинантной вакци-
ны – мембранного белка OprF.

Работа выполнена в соответствии с Государ-
ственным Контрактом от 28 апреля 2017 г. № 14.
N08.11.0135 в рамках ФЦП «Развитие фарма-
цевтической и медицинской промышленности 
Российской Федерации на период до 2020 года 
и дальнейшую перспективу» по теме «Докли-
нические исследования вакцины на основе ре-
комбинантных протективных антигенов, пред-
назначенной для профилактики инфекций, 
вызываемых синегнойной палочкой».
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A method for quantitative determination of the component (toxoid) of the aluminum hydroxide sorbed 
vaccine against Pseudomonas aeruginosa was developed and optimized. The vaccine was conditioned with 
a conjugate of specifi c antibodies with horseradish peroxidase. The resulting antibody-anatoxin-aluminum 
hydroxide complex was separated by centrifugation, non-bound antibodies were determined in supernatants 
by ELISA. The analysis of the three vaccine series showed that the amount of toxoid ranged from 91 to 
104 μg / ml and had much in common with the concentration of toxoid in the control series – 100 μg / ml.
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СОСТОЯНИЕ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА У ДЕТЕЙ, 
ИНФИЦИРОВАННЫХ ВИРУСОМ ГЕРПЕСА ЧЕЛОВЕКА 6 ТИПА

© 2018 г.      И. Л. Соловьева1,  Е. Н. Галич1,  М. П. Костинов3,4, 
 А. И. Кусельман1,  А. А. Соловьева1,  Ю. В. Антохина1, 

 А. А. Гущина2,  М. А. Стенюшкина2,  В. В. Безик2

*E-mail: kate-reznikova@mail.ru
1ФГБОУ ВО Ульяновский Государственный Университет, Ульяновск, Россия;

2ГУЗ «Областная детская клиническая больница им. Горячева», Ульяновск, Россия;
3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток 

им. И. И. Мечникова», Москва, Россия;
4ФГБОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет 

им. И. М. Сеченова» МЗ РФ, Москва, Россия

Система клеточного иммунитета играет немаловажную роль в развитии иммунного ответа при 
герпетической инфекции. Доказано, что клеточные механизмы определяют характер течения, ча-
стоту и интенсивность рецидивов герпетической инфекции. Особенности клеточного иммуните-
та при рецидивирующей герпетической инфекции изучены в основном у взрослых, в то время как 
среди детей таких исследований недостаточно. Цель исследования – изучить особенности клеточ-
ного иммунитета у детей, инфицированных вирусом герпеса человека 6 типа и у детей, имеющих 
микст-инфицирование вне обострения. Установлено, что при инфицировании герпетическими 
вирусами, не зависимо от моно- или микст инфицирования, при отсутствии острых клинических 
проявлений имеет место снижение содержания СD3+CD4+ Т лимфоцитов.
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